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Résumé 
La réduction de la taille des particules jusqu’à l’obtention de nanocristaux est l’une 
des approches utilisées afin d’améliorer la pénétration cutanée des médicaments à usage 
topique. Nous proposons que la fabrication d’une formulation semi solide (hydrogel) à base 
de nanosuspension de docosanol, aboutira à une diffusion du principe actif supérieure à 
celle du produit commercial Abreva
®
,
 
à travers des membranes synthétiques de 
polycarbonates. Le broyage humide est la technique proposée pour la production des 
nanoparticules de docosanol. Nous proposons aussi la préparation d’une formulation semi-
solide (hydrogel) à usage topique à partir de la  nanosuspension de docosanol. 
La nanosuspension de docosanol est obtenue par dispersion du docosanol en 
solution aqueuse en présence du polymère stabilisant hydroxypropylcellulose (HPC) et du 
surfactant laurylsulfate de sodium (SDS) suivi d’un broyage humide à faible ou à haute 
énergie. L’hydrogel de docosanol nanoformulé est préparé à l’aide de la nanosuspension de 
docosanol qui subit une gélification par le carbopol Ultrez 21 sous agitation mécanique 
suivie d’une neutralisation au triéthanolamine TEA.  
La taille des particules de la nanosuspension et de l’hydrogel a été déterminée par 
diffusion dynamique de la lumière (DLS). Une méthode analytique de chromatographie 
liquide à haute performance (HPLC) munie d’un détecteur évaporatif (ELSD) a été 
développée et validée pour évaluer la teneur de docosanol dans les préparations liquides, 
dans les différentes nanosuspensions et dans les hydrogels de docosanol. L’état de 
cristallinité des nanocristaux dans la nanosuspension et dans l’hydrogel a été étudié par 
calorimétrie différentielle à balayage. La morphologie de la nanosuspension et de 
l’hydrogel de docosanol a été examinée par microscopie électronique à balayage (MEB). 
Les propriétés rhéologiques et de stabilité physique à différentes températures ont été aussi 
étudiées pour la formulation semi-solide (hydrogel). De même, la libération in vitro du 
docosanol contenu dans l’hydrogel et dans le produit commercial Abreva® a été étudiée à 
travers deux membranes de polycarbonates de taille de pores 400 et 800 nm. 
 Dans le cas de nanosuspensions, des cristaux de docosanol de taille nanométrique 
ont été produits avec succès par broyage humide. Les nanoparticules de tailles variant de 
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197 nm à 312 nm ont été produites pour des pourcentages différents en docosanol, en 
polymère HPC et en surfactant SDS. Après lyophilisation, une augmentation de la taille 
dépendant de la composition de la formulation a été observée tout en restant dans la gamme 
nanométrique pour la totalité presque des formulations étudiées. Dans le cas des hydrogels 
examinés, la taille moyenne des particules de docosanol est maintenue dans la gamme 
nanométrique avant et après lyophilisation. L’analyse thermique des mélanges physiques, 
des nanosuspensions et des hydrogels de docosanol a révélé la conservation de l’état de 
cristallinité des nanocristaux de docosanol après broyage et aussi après gélification. 
L’examen par microscopie électronique à balayage (MEB) a montré que la nanosuspension 
et l’hydrogel ont tous deux une morphologie régulière et les nanoparticules ont une forme 
sphérique. De plus les nanoparticules de la nanosuspension ont presque la même taille 
inférieure à 300 nm en accord avec le résultat obtenu par diffusion dynamique de la lumière 
(DLS). Les nanoparticules de l’hydrogel ont une légère augmentation de taille par rapport à 
celle de la nanosuspension, ce qui est en accord avec les mesures de DLS. D’après les 
mesures rhéologiques, l’hydrogel de docosanol a un comportement pseudoplastique et un 
faible degré de thixotropie. L’étude de stabilité physique a montré que les formulations 
d’hydrogel sont stables à basse température (5°C) et à température ambiante (21°C) 
pendant une période d’incubation de 13 semaines et instable au-delà de 30°C après deux 
semaines. La méthode HPLC-ELSD a révélé des teneurs en docosanol comprises entre  
90% et 110% dans le cas des nanosuspensions et aux alentours de 100% dans le cas de 
l’hydrogel. L’essai de diffusion in vitro a montré qu’il y a diffusion de docosanol de 
l’hydrogel à travers les membranes de polycarbonates, qui est plus marquée pour celle de 
pore 800 nm, tandis que celui du produit commercial Abreva
®
 ne diffuse pas.  
 Le broyage humide est une technique bien adaptée pour la préparation des 
nanosuspensions docosanol. Ces nanosuspensions  peuvent être utilisée comme base pour  
la préparation de l’hydrogel de docosanol nanoformulé.  
 Mots-clés : Broyage humide, nanosuspensions à base de docosanol, hydrogel 
nanoformulé à base de docosanol, HPLC-ELSD. 
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Abstract 
Reducing the particle size to nanocrystals is one of the approaches used to improve 
the percutaneous penetration of topical dosage form. We propose that the preparation of a 
semi solid formulation of docosanol, can lead to higher diffusion of docosanol than in 
commercial product Abreva
® 
through
 
polycarbonate membranes. Wet ball milling is the 
proposed technique for docosanol nanoparticles preparation. We propose also the 
preparation of topical semi-solid formulation from docosanol nanosuspension. 
Docosanol nanosuspension is obtained from docosanol dispersion in aqueous 
solution in presence of the stabilizer polymer hydroxypropylcellulose (HPC) and the 
surfactant sodium laurylsulfate (SDS) followed by wet ball milling at low or high energy. 
Nanoformulated hydrogel of docosanol is prepared from docosanol nanosuspension which 
is gellified by carbopol Ultrez 21 under vigorous stirring followed by neutralization with 
triethanolamine TEA.  
Nanosuspension and hydrogel particle size was characterized by dynamic light scattering. 
An analytical method of high performance liquid chromatography (HPLC) with an 
evaporative detector (ELSD) has been developed and validated for docosanol content 
quantification in liquid preparation, in different nanosuspensions and in docosanol 
hydrogels. The crystalline state of nanosuspension and hydrogel nanocrystals was studied 
by scanning differential calorimetry (DSC). The morphology of nanosuspension and 
hydrogel was evaluated by Scanning electronic microscopy SEM. Rheological properties 
and physical stability at different temperatures were studied for semi-solid formulation. In 
vitro docosanol release from hydrogel and from the commercial product Abreva
®
 was 
studied through two polycarbonate membranes of pore size 400 and 800 nm. 
 In nanosuspensions, nanosized crystals of docosanol have been successfully 
produced by wet ball milling. Nanoparticles of size ranged from 197 nm to 312 nm could 
be obtained by percentage variation of docosanol, of polymer HPC and surfactant SDS. 
After freeze drying, an increase in size relative to formulation composition was observed 
but the size particle is in nanometric range for almost all studied formulations. In case of 
prepared hydrogels, mean particle size of docosanol is maintained in nanometric range 
before and after freeze drying. Thermal analysis of physical mixtures, docosanol 
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nanosuspensions and hydrogels showed that crystalline structure of docosanol nanocrystals 
was conserved after milling and after hydrogel preparation. The SEM exam showed that the 
nanosuspension and hydrogel has similar regular crystal morphology and nanoparticles 
shape is spherical. Nanosuspension particles have almost the same particle size, less than 
300 nm in agreement with DLS result. Hydrogel size particle showed a slight increase 
comparing to nanosuspension’s one which is in agreement with DLS result. Up to 
rheological measurement, docosanol hydrogel has a pseudoplastic behavior and small 
thixotropic degree. Physical stability study showed that the hydrogel is stable at 5 °C and 
21°C during 13 weeks and instable above 30°C after two weeks. HPLC-ELSD determined 
that docosanol content is in the acceptance limit range [90% to 110%] for docosanol 
nanosuspension and close to 100% in docosanol hydrogel. In vitro diffusion test revealed 
that docosanol nanoparticles were diffused from hydrogel through polycarbonates 
membranes that was greater for the 800 nm pore membrane, while the commercial product 
Abreva
®
 does not diffuse through any of the membranes (400 nm and 800 nm). 
 Wet ball milling is a great technique for docosanol nanosuspension preparation. 
Nanosuspensions can be used as base for the preparation of semi-solid nanoformulation of 
docosanol. 
Keywords: Wet ball milling, docosanol nanosuspension, hydrogel of docosanol,  
HPLC-ELSD.  
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1. Le docosanol et ses propriétés   
1.1. Propriétés chimiques de docosanol 
Le 1–docosanol (CAS 661-19-8) appelé aussi alcool béhénylique, est un alcool 
aliphatique saturé, composé d’une chaine de 22 carbones (Figure 1.1) de formule brute 
CH3(CH2)21OH et de masse molaire 326,6 g.mol
-1
. Le 1–docosanol est obtenu par 
hydrogénation d’un mélange d’acides gras extraits de différentes plantes ou fossiles 
combustibles [1]. Il est très lipophile (log P = 9) et possède un point de fusion de 68-71°C 
[2]. Il est pratiquement insoluble dans l’eau (solubilité 19.6 ng/ml) [3] mais soluble dans 
l’éthanol et le chloroforme [4]. Il est considéré comme un produit non toxique, non 
mutagène et non tératogène[3] . 
  
Figure 1. 1. Structure du 1-docosanol. 
1.2. Propriétés cristallines : polymorphisme  
Un système est dit polymorphe quand ses molécules ont la possibilité d’exister sous 
au moins deux structures cristallines distinctes. Ces systèmes possèdent des états liquide et 
vapeur identiques mais des propriétés solides différentes [5]. Les alcools aliphatiques en 
phase solide possèdent une structure hexagonale avec une libre rotation des chaines : forme 
α et une structure orthorhombique : forme β [6]. Dans le cas des alcools primaires de 
longues chaines tel que le 1-docosanol, la structure hexagonale est instable [7] et seule la 
structure orthorhombique existe. 
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1.3. Action thérapeutique  
Le 1-docosanol est traditionnellement utilisé en industrie pharmaceutique et 
cosmétique comme agent émollient, émulsifiant et épaississant. Récemment, il a été 
approuvé par la FDA comme agent antiviral. Le 1-docosanol sous forme de crème pour 
usage topique est approuvé uniquement pour le traitement de la région péri-orale. Son 
activité est locale. Il n’est pas absorbé par la peau et par conséquent il reste à la surface de 
celle-ci, permettant ainsi une source continue en principe actif [3]. Le docosanol présente 
une activité antivirale contre les virus à capsule lipidique tels que l’herpès labial (HSV-1 et 
- 2), le cytomégalovirus (CMV) et le virus varicelle-Zona (VZV) [8].  
Son mécanisme d’action consiste à inhiber la fusion entre la membrane des cellules 
hôtes et les virus à enveloppes lipidiques (Figure 1.2).  
 
Figure 1. 2. Mécanisme d’action de docosanol. 
1: Fixation du virus à la  
     membrane cellulaire 
2: Internalisation du virus  par   
    fusion 
3 : Introduction et réplication de   
     l’ADN virale à l’intérieur de  
     la cellule 
4 : Ensemble de nouveaux virus 
1’: Virus proche de la membrane  
      cellulaire 
2’: Docosanol inhibe la fusion du  
     virus avec la cellule  
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Lorsque le 1-docosanol est incorporé dans la membrane cellulaire des cellules hôtes, il est 
métabolisé en phosphatidylcholine et phosphatidyethanolamine [9]. Ce métabolisme 
intracellulaire est essentiel pour son action antivirale puisque le 1-docosanol n’est pas 
directement virulicide. Des expériences in vitro ont démontré qu’une fois dans la cellule, le 
docosanol est converti en acide docosanoïque, empêchant ainsi le virus de pénétrer dans la 
cellule de l’hôte et de se répliquer [8]. Le mécanisme exact par lequel ce blocage s’effectue 
demeure mal compris. Cependant, certains chercheurs proposent un mécanisme impliquant 
une modification de la membrane de la cellule hôte puisque la vitesse de transformation du 
docosanol correspond à la vitesse de renouvellement de la membrane [8].  
Le processus d’infection du virus débute par une étape de fixation de ce dernier  à la 
membrane cellulaire grâce aux glycoprotéines. Ceci est suivie d’une seconde étape où le 
virus est internalisé par fusion puis introduit l’ADN viral à l’intérieur de la cellule. L’ADN 
viral se réplique par la suite et de nouveaux virus s’assemblent. Les nouveaux virus ainsi 
formés vont à leur tour infecter d’autres cellules saines (Figure 1.2). Le docosanol agit en 
inhibant la fusion du virus avec la cellule (étape 2’). Ceci a pour conséquence 
d’interrompre le cycle de réplication virale et d’empêcher ainsi la propagation de 
l’infection aux cellules non atteintes. Compte tenu de ce mode d’action, l’efficacité du 
docosanol est maximale lorsqu’il est administré de manière précoce lors d’une poussée, 
avant qu’un nombre important de cellules hôtes aient été infectées [10].  
1.4. Formulation commerciale de docosanol 
Le docosanol est commercialisé sur le marché américain et canadien par la 
compagnie Avanir Pharmaceuticals sous le nom d’Abreva®. Le produit commercialisé est 
une formulation à usage topique contenant 10% de docosanol. Il a été le premier produit 
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vendu sans ordonnance (OTC) au Canada pour le traitement des feux sauvages durant les 
épisodes aigus d’infections bucco-faciales récurrents à herpès simplex chez l’adulte [11].  
Abreva
®
 est une émulsion d’huile dans l’eau (H/E). La phase huileuse contenant le 
docosanol, l’alcool benzylique, l’huile minérale légère, est dispersée dans une solution 
aqueuse de propylène glycol et de saccharose [12]. Les particules huileuses de docosanol 
dans l’Abreva® présentent une taille moyenne de 1,5 ± 0,2 µm. 
Les essais cliniques de phase III ont montré une efficacité limitée du docosanol dans la 
formulation d’Abreva® [13]. Au contact de la peau, le docosanol dissous dans les 
gouttelettes huileuses, diffuse dans la structure lipophile du stratum corneum. Sa diffusion 
est ensuite freinée au contact de l’épiderme très hydraté qui se présente comme une barrière 
hydrophile. Dans le cas de plaies herpétiques suintantes, le stratum corneum est absent et 
l’application de la formulation d’Abreva® se trouve directement en contact avec un milieu 
aqueux. Le docosanol ne peut alors diffuser hors de la formulation et l’efficacité du 
médicament est donc compromise.  
1.5. Méthodes d’analyses de docosanol  
En industrie pharmaceutique la détection des substances chimiques par 
spectrophotométrie UV-visible est souvent considérée comme la technique de première 
ligne, car elle est simple, rapide et sensible. Cependant, lorsque le principe actif ne possède 
pas de chromophore dans sa structure comme le cas du docosanol, il est impossible de le 
détecter par UV. Dans ce cas, il faut avoir recours à d’autres techniques, moins populaires 
telles que la détection évaporative par diffusion de lumière (ELSD) ou la détection 
d’aérosols chargés (CAD) [14]. D’autres méthodes plus coûteuses et encore plus 
complexes telles que la dérivatisation et la spectroscopie de masse, sont aussi employées.   
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La méthode HPLC couplée à un détecteur d’aérosols chargé (CAD), est utile pour 
la mesure de lipides non volatils tels que les acides gras, les alcools gras [15] et les produits 
issus de peroxydation de lipides [16]. Etant donné la nature non-volatile des lipides, ils 
constituent de bons analytes pour la détection évaporative par diffusion de lumière (ELSD) 
ou pour la détection d’aérosols chargés. Dans ces deux méthodes, la phase mobile est 
nébulisée en sortie de colonne et la détection dépend de la méthode utilisée. Dans le cas de 
l’ELSD, l’intensité de lumière diffusée est proportionnelle à la concentration de particules 
en suspension. Alors que dans le cas de CAD, l’analyte est acheminé vers un collecteur où 
sa charge est mesurée par un électromètre de haute sensibilité, qui génère un signal 
directement proportionnel à la quantité d’analyte présent [17].  
Le fait que le docosanol soit un produit sans chromophore et peu volatil  
(Téb= 180°C) [2], fait de lui un bon candidat pour la quantification par la méthode HPLC 
couplée à un détecteur évaporatif à diffusion de lumière (ELSD) [18-20].  
 Principe du détecteur à diffusion de lumière (ELSD)  
Dans un détecteur ELSD, la solution sortant de la colonne chromatographique subit 
une nébulisation homogène sous l’action d’un flux d’azote. Les microgouttelettes sont 
emportées par le gaz vecteur et passent dans un tube d’évaporation où leur diamètre 
s’amoindrit jusqu’à transformer les molécules contenues dans l’éluent en particules solides. 
Ces particules passent au travers d’un faisceau laser et entraînent la diffusion de ce 
faisceau. Un détecteur, placé à un angle de 90° recueille une quantité de lumière diffusée 
dépendant de la concentration initiale de ces particules solides en solution. Cette détection 
présente une bonne sensibilité et la nature des composés n’a qu’un faible impact sur la 
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mesure de leur concentration [21]. Cette méthode a déjà été utilisée dans le cas du 
docosanol [18-20].  
2. La barrière cutanée  
La peau est à l’interface entre le milieu intérieur du corps et l’environnement. Elle 
constitue le plus grand organe du corps humain avec une surface de 1,8 m
2
. Elle représente 
approximativement 7 kg pour une personne de 65 kg, soit plus de 10 % de la masse 
corporelle [22]. Elle est la cible de nombreuses infections virales. Intacte, elle constitue une 
barrière normalement infranchissable pour les virus. En plus d’être un obstacle mécanique, 
la peau combat les agents pathogènes à l’aide d’armes chimiques tels que le maintien d’un 
certain pH et la sécrétion d’enzymes et autres protéines antimicrobiennes.  
Une réponse immunitaire locale, sous forme d’immunoglobulines de type A (IgA) 
sécrétoires s’oppose de manière spécifique à l’implantation d’agents pathogènes. Ces 
molécules sont  présentes dans le sang et à la surface des muqueuses et ont des analogies 
structurales avec les récepteurs cellulaires. Elles se lient aux ligands des virus, qui de ce fait 
ne peuvent plus se fixer à la surface des cellules et par conséquent, ne peuvent plus y 
pénétrer pour s’y répliquer. Elles jouent un rôle antiviral important dans la mesure où la 
majorité des virus à tropisme cutané pénètrent dans l’hôte à travers les muqueuses et 
gagnent la peau secondairement. Les virus ayant réussi à pénétrer à travers la couche 
cornée sont confrontés à des effecteurs tissulaires de nature biologiques tels que les cellules 
(macrophages et dendritiques), les médiateurs solubles (interférons, cytokines) et les 
réactions inflammatoires [23]. Dans ce chapitre, nous allons tout d’abord présenter de 
façon détaillée l’organisation structurale de la peau et l’anatomie des lèvres, ensuite nous 
allons citer les différentes voies de pénétration cutanée. 
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2.1. Structure, fonctions de la peau et anatomie des lèvres  
Les principales couches cutanées comprennent de l’extérieur vers l’intérieur, 
l’épiderme, le derme et l’hypoderme, auxquelles s’ajoutent les annexes cutanées dont les 
follicules pileux, les glandes sudoripares, et les glandes sébacées (Figure 1.3). L’épiderme 
est constitué du stratum corneum et de l’épiderme vivant. 
 
 
 
Figure 1. 3. Structure générale de la peau chez l’homme (Reproduit avec permission : [24]). 
 
Le derme permet non seulement d’apporter les nutriments, l’immunité et d’autres 
supports à l’épiderme mais aussi d’avoir un rôle dans la régulation de la température, de la 
pression et de la douleur. Le derme a une épaisseur de 0,1 à 0,5 cm. C’est un tissu 
conjonctif composé de fibres de collagène (70%) et de fibres élastiques dans une matrice 
amorphe extracellulaire et riche en protéoglycanes et glycoprotéines. Il est le siège d’un 
important réseau vasculaire et nerveux [25].  
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L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Il est constitué d’adipocytes 
arrangés en lobules et reliés au derme par des fibres de collagène et d’élastine, formant 
ainsi un tissu conjonctif  lâche. L’hypoderme a un rôle d’isolant thermique, de protection 
contre les chocs et de réservoir énergétique [25]. Il peut être vu simplement comme une 
couche de tissus graisseux.  
Notre étude est concentrée sur la partie superficielle de la peau, c'est-à-dire 
l’épiderme. Il a une épaisseur moyenne de 100 µm et comprend d’une part, l’épiderme 
vivant et d’autre part, la couche cornée ou stratum corneum, qui est constituée de cellules 
mortes (les cornéocytes) [25]. On identifie quatre couches cellulaires superposées (Figure 
1.4). 
 
Figure 1. 4. Organisation structurale de l’épiderme ; (Reproduit et adapté avec 
                          permission : [26] ).  
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2.1.1.  Le stratum corneum 
Le stratum corneum ou couche cornée constitue la couche la plus externe de la 
peau. Dans la plupart des régions cutanées, son épaisseur est d’environ 10 à 20 µm. Le 
stratum corneum contient seulement 15% d’eau et il est constitué de deux composants 
structurels [27] : les cornéocytes et les lipides intercellulaires (Figure 1.5). Les cornéocytes 
sont des cellules aplaties, de forme polyédrique non nucléées, d’environ 40 µm de diamètre 
et 0,5 µm d’épaisseur, de nature protéique et résistante aux agents d’hydrolyse basique 
[22]. La matrice lipidique représente 10 à 15% du poids sec du stratum corneum. Elle est 
composée de 50% de céramides, 10% d’acides gras, 25% de cholestérol et 15% de dérivés 
du cholestérol et de glucosylcéramide. La majorité de ces lipides sont synthétisés par les 
kératinocytes dans la partie supérieure du stratum spinosum (couche épineuse) et dans le 
stratum granulosum (couche granuleuse) (cf. Figure 1.4). Ces lipides sont arrangés en 
structures lamellaires (Figure 1.5), très stables et constituent une barrière efficace contre 
toute pénétration de l’extérieur [27].  
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Figure 1. 5. Organisation lamellaire du stratum corneum (Reproduit avec  
                              permission : [28]). 
 
Environ 80% de ces lipides sont amphiphiles et possèdent une tête hydrophile due à 
la présence du groupement hydroxyle OH capable de s’engager dans des liaisons 
hydrogènes avec des molécules de lipides adjacentes ou des molécules d’eau [29].    
 Importance du stratum corneum : l’«effet barrière» 
 Le stratum corneum est situé à l’interface de l’organisme et l’environnement extérieur. Il 
joue un rôle important vis-à-vis des agressions extérieures et est responsable du maintien de 
l’hydratation de la peau : on parle d’« effet barrière » [30]. Il a plusieurs fonctions : 
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 Imperméabilité relative à l’eau, par la contention des liquides physiologiques et 
l’inhibition de la pénétration transcutanée de substances hydrophiles. 
 Résistance à l’invasion de bactéries pathogènes, grâce à l’acidité cutanée,  
régulée par les sécrétions sébacées et les produits de dégradation de la filaggrine chez 
l’Homme.  
 Résistance aux agressions physiques et chimiques. 
 Filtration efficace des rayons ultra-violets. 
 Maintien du pH cutané. 
2.1.2. L’épiderme vivant  
L’épiderme vivant est constitué à 95% des couches de kératinocytes, disposés en 
différentes couches superposées selon leur degré de différenciation cellulaire (aussi appelée 
kératinisation). Ces kératinocytes sont produits en permanence à partir de la couche basale 
entre le derme et l’épiderme vivant. Ils migrent verticalement de la couche basale vers la 
couche épineuse, en passant par la couche granuleuse et enfin vers la couche cornée [31]. 
D’autres cellules sont également présentes comme les mélanocytes (impliqués dans la 
pigmentation), les cellules de Merkel (récepteurs du toucher) et les cellules de Langerhans 
(cellules présentatrices d’antigènes et responsables de l’immunité cutanée) [25].  
En dermatologie humaine, les cellules de Langherans, au sein des kératinocytes, 
assurent une fonction sentinelle. Elles se sensibilisent les premières au contact de nouveaux 
antigènes, ce qui conduit à l’élimination de l’antigène exogène ou au développement d’un 
phénomène pathologique par la présence de molécules membranaires, de récepteurs 
d’immunoglobulines de type A (IgA), de molécules accessoires et par la production de 
cytokines par les cellules épithéliales ou inflammatoires. 
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2.1.3 Anatomie des lèvres  
 Les lèvres sont régulièrement infectées par les virus à capsules lipidique.  
Elles forment deux replis musculaires, recouverts d’une membrane, qui circonscrivent 
l’orifice de la cavité buccale. Elles se réunissent à leurs extrémités pour former les 
commissures labiales [32, 33] (Figure 1.6).  
 
 
Figure 1. 6. Aspect schématique des lèvres (Reproduit avec permission : [33] ). 
 
Chaque lèvre comprend une portion cutanée ou lèvre blanche et une portion muqueuse ou 
lèvre rouge ou vermillon composée de cellules disposées comme des pavés :  
l’épithélium [34].  
(a) Lèvre blanche : son revêtement extérieur est cutané. 
(b) Lèvre rouge : représente le bord libre de la lèvre. Elle est composée de deux portions :  
- Une portion interne muqueuse ou lèvre humide qui est en continuité avec la muqueuse 
buccale. 
- Une portion externe semi-muqueuse ou lèvre sèche que l’on appelle vermillon. Le 
vermillon est pigmenté et dépourvu de glandes salivaires. Sa limite postérieure est définie 
 
 
14 
par le point de contact entre les deux lèvres quand la bouche est fermée. La zone de 
vermillon de la lèvre supérieure montre, en son milieu, une protubérance : le tubercule.   
(c) Ligne de jonction cutanéo-muqueuse qui sépare la lèvre blanche de la lèvre rouge. Elle 
est saillante et nette. Celle-ci se caractérise par sa haute teneur en liquide semi-fluide qui 
augmente la transparence du tissu à tel point qu’on aperçoit la teinte rouge de la couche 
vasculaire sous-jacente. C’est cette caractéristique qui fait ressortir la couleur des lèvres par 
rapport au reste de la peau.  
2.2. Voies de pénétration cutanée 
Pour toute molécule appliquée sur la peau, on distingue deux voies de pénétration, 
l’une via les annexes cutanées (follicules pileux, les glandes sudoripares, les glandes 
sébacées et les ongles) et l’autre via la voie transépidermale. Les annexes cutanées ont 
d’abord été considérées comme voie de pénétration insignifiantes car elles ne représentent 
qu’approximativement 0,1% de la surface cutanée. Cependant, des études récentes 
suggèrent que la voie folliculaire (à travers la tige d’un follicule pileux : cf. Figure 1.3) 
peut être spécialement importante pour les molécules hydrophiles de haut poids 
moléculaire, de même que pour les formes d’administration vésiculaires [35].  
La voie transépidermale contient elle-même deux voies de pénétration (Figure 1.7).  
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Figure 1. 7. Les voies de pénétration transcellulaire et intercellulaire au niveau du stratum  
                    corneum. 
 
La pénétration transcellulaire (intracellulaire) correspond au passage à travers les 
cornéocytes et la matrice lipidique, alors que la voie intercellulaire prend chemin à travers 
les domaines lipidiques entre les cornéocytes. Il est généralement admis que la voie 
intercellulaire est la principale voie de pénétration pour la majorité des substances [36, 37]. 
Cependant, des études in vivo menées avec le docosanol radio-marqué ont démontré son 
incorporation à l’intérieur des cellules de l’hôte (c-à-d il a emprunté la voie intracellulaire) 
[8, 9]. 
2.3. Test d’absorption topique in vitro  
Depuis de nombreuses années, la pénétration d’une substance dans la peau ou à 
travers celle ci s’évalue le plus souvent en ex vivo au moyen de cellules de diffusion, 
appelées cellules de Franz. De nombreuses recommandations ont été publiées pour 
l’utilisation de ces cellules de diffusion, dont certaines ont été sélectionnées comme 
directives. La plus connue est la directive 428 de l'Organisation pour la Coopération et le 
Developpement Economiques (OCDE ou guideline 428 OECD) [38, 39].  
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Figure 1. 8. Schéma d’une cellule de diffusion de Franz (Reproduit et adapté avec  
                       permission : [40]).  
 
La cellule de diffusion de Franz est constituée d’un compartiment donneur et d’un 
compartiment receveur entre lesquels est placée la peau ou la membrane synthétique à 
étudier. La préparation à étudier est appliquée sur la surface externe de la peau ou de la 
membrane, dans le compartiment donneur. Le compartiment receveur contient un liquide, 
qui est maintenu à 37°C sous agitation magnétique constante. Ces cellules permettent de 
mesurer la quantité de substance qui diffuse à travers la peau ou la membrane en fonction 
du temps. Elles permettent aussi d’établir un profil de pénétration dans les différentes 
couches de la peau, puisque la substance peut être dosée au niveau de la couche cornée, de 
l’épiderme vivant et du derme après séparation mécanique. Ce modèle a l’avantage d’être 
reproductible et simple à mettre en œuvre.      
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Corrélation in vivo-ex vivo  
Les premières validations de ce modèle d’étude ex vivo de l’absorption cutanée ont 
été entreprises par Mr Franz (1975). Il a comparé la perméabilité de 12 molécules, à travers 
la peau humaine abdominale congelée, avec des résultats d’absorption in vivo de la 
littérature.  Malgré le fait que les données in vivo aient été obtenues par différentes sources, 
il a pu démontrer une excellente correspondance qualitative entre les deux méthodes [41].  
Corrélation entre peau humaine et peau animale  
Pour prédire la pénétration cutanée d’une substance chez l’homme, la peau 
d’origine humaine devrait être préférentiellement utilisée. Elle provient de la zone 
abdominale ou mammaire prélevée lors d’actes chirurgicaux. Malgré leurs avantages, les 
peaux d’origine humaine sont rarement utilisées à cause notamment de la difficulté 
d’approvisionnement et des charges administratives. La peau d’origine animale est souvent 
préférée car elle est plus disponible et moins couteuse. Les espèces animales les plus 
souvent utilisées dans les études ex vivo sont les porcs, les rats, les souris et les lapins. En 
effet de nombreuses publications ont montré une bonne corrélation entre les résultats 
obtenus avec des peaux humaines et ceux obtenus avec des peaux  animales [42, 43]. 
Membranes synthétiques 
Les membranes synthétiques sont composées de fines couches de macromolécules 
polymériques. Elles peuvent être utilisées dans le contrôle de diffusion de produits. Les 
membranes synthétiques utilisées comme modèles cutanés pour les études de diffusion in 
vitro de formulations semi-solides, possèdent l’une des deux fonctions : soit la simulation 
de peau ou le contrôle de qualité [44].  
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Les membranes synthétiques utilisées dans la simulation de peau comme les 
polydimethylsiloxane qui sont à base de silicone, sont généralement hydrophobes et à débit 
limité, imitant ainsi le stratum corneum. Au contraire, celles utilisées dans le contrôle de 
qualité; tel que les esters de cellulose, les polysufones et polycarbonates, sont utilisées 
comme support et non comme barrière épidermique [44]. 
La membrane en nitrate de cellulose, a été utilisé en parallèle avec la peau de rat par 
un groupe de chercheur pour simuler la barrière épidermique pour l’étude de la 
perméabilité du complexe (ketoprofen-cyclodextrine) en suspension ou encapsulé dans des 
liposomes [45, 46]. Les résultats obtenus avec la membrane de nitrate de cellulose étaient 
en parfaite concordance avec ceux obtenus avec la peau de rat. Un autre groupe a utilisé la 
membrane d’acétate de cellulose pour étudier la libération du norfloxacine à partir d’une 
formulation semi-solide ayant différentes  compositions. À noter que dans ce cas-ci la 
membrane a été utilisée pour le contrôle de qualité et non pas pour mimer la peau humaine 
[47]. Dans notre cas d’étude in vitro, le choix de la membrane a été fixé sur celle en 
polycarbonates ayant deux différentes tailles de pores 400 et 800 nm. Nous avons utilisé 
ces membranes dans le but d’évaluer la diffusion in vitro du docosanol à partir d’une 
nouvelle formulation semi solide et de comparer ainsi les résultats obtenus à ceux du 
produit commercial Abreva
®
.   
3. Les nanosuspensions 
La solubilité aqueuse d’un principe actif est un facteur essentiel à l’efficacité d’un 
médicament quelque soit sa voie d’administration. C’est aussi un défi pour l’industrie 
pharmaceutique, car presque la moitié (>40%) des principes actifs sont faiblement solubles 
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en milieu aqueux (appartiennent à la classe II ou IV du système de classification 
biopharmaceutique (BCS))  [48].  
La réduction de la taille des particules d’un principe actif permet d’augmenter sa 
surface de contact et par conséquent sa vitesse de dissolution [49]. Les nanosuspensions 
constituent une solution idéale pour la formulation des principes actifs faiblement  
solubles [50].  
Les nanosuspensions sont des dispersions colloïdales de fines particules, de taille 
comprise entre 10 nm et 1 μm, stabilisées par un ou plusieurs surfactants [51]. Dans les 
nanosuspensions, le principe actif se trouve en grande partie à l’état solide, mais une 
certaine fraction est également solubilisée dans la phase liquide (solution saturée). La 
fraction solide constitue un réservoir qui maintient la saturation de la phase continue 
externe [52].  
Les nanosuspensions peuvent être préparées selon deux approches différentes. On 
différencie l’approche dite «ascendante» (Bottom up technology) de l’approche dite 
«descendante» (Top-down technology). 
L’approche ascendante correspond au processus de précipitation du principe actif 
en fines particules au sein d’une solution liquide. La précipitation nécessite des conditions 
bien définies de concentration, d’agitation et de température. La technique de précipitation 
ne peut pas être utilisée dans le cas de produit faiblement soluble en solution aqueuse car 
elle est plus complexe et plus difficile à développer [53].  
L’approche descendante regroupe la technique de nanobroyage humide, 
d’homogénéisation à haute pression et celle d’émulsification-diffusion [54]. Cette approche 
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consiste à réduire et à fractionner de grandes particules (micrométriques) jusqu’à atteindre 
des dimensions nanométriques.  
Dans le cadre de notre travail nous avons fait appel à la technique de  nanobroyage 
humide pour la préparation des nanosuspensions.  
3.1. Procédé de nanobroyage en voie humide    
Le nanobroyage en voie humide, consiste à soumettre à une agitation intense, une 
suspension aqueuse de médicament en présence d’un média de broyage tel que les billes en 
verre, en oxyde de zirconium ou en polymère dur (ex. dérivées de polystyrène) [48]. Le 
mélange de médicament et de billes est ensuite mis en rotation  pendant un certain temps. 
Les chocs entre ces dernières, vont fractionner la dispersion de particules solides en 
éléments de plus petits volumes.  
Liversidge et al. étaient les premiers à développer cette technique [55]. Dans cette 
technique, les nanosuspensions sont produites par utilisation du broyage à fort cisaillement 
«high shear media mills» aussi appelé broyage à billes « pearl mills».  
Le procédé de nanobroyage est divisé en deux types : nanobroyage à basse énergie 
et nanobroyage à haute énergie. 
3.1.1. Nanobroyage humide à faible énergie 
Le broyage est effectué dans un broyeur rotatif, contenant le produit solide à 
disperser, le liquide de suspension et les billes. Dans ces appareils la chambre de broyage 
de forme cylindrique ou cylindro-conique tourne autour de son axe horizontal, entrainant 
les billes le long de la paroi (Figure 1.9). Du fait que la vitesse de rotation doit demeurer 
inférieure à la vitesse de centrifugation des billes, les temps d’opération nécessaires pour 
produire de très fines particules peuvent être très longs [56].  
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Figure 1. 9. Broyeur à bille à faible énergie (Reproduit avec permission : [57]).  
 
L’opération de broyage doit tenir compte de plusieurs facteurs qui sont : la 
dimension des jarres, le diamètre des billes, la quantité de billes, la quantité de produit 
solide et du liquide. Elle dépend aussi de la densité des différents éléments utilisés, de la 
vitesse de rotation et de la durée de l’opération. 
Dans notre cas d’étude, nous avons utilisé le broyeur à cylindres (modèle Roller 
Mill, basse énergie) contenant des billes d’oxyde de zirconium stabilisé à l’oxyde d’yttrium 
(ZrO2 (Y2O3-st)) de taille 0.8 mm, tournant à une vitesse de rotation de  200 rpm  
(Figure 1. 10). 
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Figure 1. 10. (a) : Broyeur à cylindres utilisé, (b) : billes d’oxyde de zirconium. 
3.1.2. Nanobroyage humide à haute énergie 
Les broyeurs à haute énergie, appelés aussi broyeurs à billes agitées, sont apparus 
dans les années 30, et ont une efficacité accrue. Ils sont constitués par une chambre de 
broyage stationnaire qui est généralement une cuve cylindrique, dans laquelle des billes 
sont mises en mouvement à l’aide d’un rotor (Figure 1.11). 
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Figure 1. 11. Chambre d’un broyeur à billes agitées (Reproduit et adapté avec  
                      permission : [58]). 
Les broyeurs à billes agitées (broyeur à haute énergie) sont essentiellement utilisés 
pour le broyage de suspensions (fonctionnement en voie humide). Ces broyeurs sont 
composés d’une chambre de broyage partiellement remplie de billes de différentes tailles et 
de nature variée ; en acier, verre, céramique, polystyrène ou encore en oxyde de zirconium, 
selon la nature et la taille des matériaux à broyer. La chambre du broyeur est alimentée par 
la suspension à broyer et l’ensemble billes-suspension est mis en mouvement à l’aide d’un 
agitateur à très haute vitesse (entre 2000 et 4000 rpm). La réduction de taille a lieu lorsque 
les particules contenues dans la suspension sont comprimées lors des contacts entre les 
billes. Les broyeurs à billes agitées fonctionnent soit en mode continu avec recirculation de 
la suspension dans la chambre de broyage, soit en mode discontinu (mode batch) [59]. Le 
mode batch est surtout utilisé à l’échelle de laboratoire pour des essais de formulation. Par 
contre à l’échelle industrielle, les broyeurs à billes agitées fonctionnent généralement en 
mode continu. Un système de séparation en sortie de la chambre de broyage, constitué par 
une fente de séparation ou une cartouche tamisante, permet d’évacuer la suspension broyée 
toute en maintenant les billes de broyage à l’intérieur de la chambre. Lorsque la taille des 
particules souhaitée est faible, plusieurs passes sont nécessaires. Le broyeur fonctionne 
alors en mode recirculation ; le produit en sortie est renvoyé dans la cuve d’alimentation. 
Dans les nouveaux modèles des broyeurs à billes, la chambre de broyage est fermée, évitant 
tout risque d’évaporation ou de contamination par l’air ambiant. De plus les chocs entre 
billes et la fragmentation des particules induisent un échauffement important de la chambre 
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de broyage, rendant le refroidissement de la suspension nécessaire. Ceci peut s’effectuer 
grâce à la circulation d’un fluide frigorifique dans la double enveloppe de la chambre.    
Dans notre étude nous avons utilisé le broyeur à billes agitées de modèle Dynomill 
Multi Lab (GlenMills INC) (Figure 1.12). La chambre de broyeur a été partiellement 
remplie (30-35% du volume total) des billes d’oxyde de zirconium stabilisé à l’oxyde 
d’yttrium (ZrO2 (Y2O3-st)) et ayant une taille de 0,8 mm. Le broyage a été effectué à une 
vitesse de rotation de 2389 rpm. Le choix de ces billes est lié à leur haute dureté permettant 
ainsi d’éviter le problème d’érosion et la contamination de la suspension.  
 
Figure 1. 12. Broyeur à billes agitées utilisé: modèle Dynomill Multi Lab.  
 
3.2. Les paramètres affectant le procédé de nanobroyage 
De nombreux paramètres peuvent influencer l’efficacité du nanobroyage. Ces 
paramètres sont classés comme suite :  
 Géométrie du broyeur et de l’agitateur  
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 Paramètres opératoires du broyeur : temps de broyage, vitesse d’agitation, 
taille des billes de broyage, nature des billes de broyage (densité, élasticité et 
dureté), taux de remplissage des billes de broyage. 
 Le mode de fonctionnement du broyeur : mode continu ou mode discontinu 
avec un ou plusieurs passages.  
 Formulation ou composition de la suspension : nature et propriétés du 
solide, concentration de la suspension en solide, phase continue (eau, 
solvant), nature et quantité des additifs ou agents dispersants. 
 
3.3. Les limitations du procédé de nanobroyage  
Le broyeur à billes agitées affiche ainsi de très bonnes performances en terme de 
production de particules nanométriques. Mais le procédé présente encore des limitations 
liées à l’usure importante des billes de broyage, à la contamination du produit qu’il génère, 
à l’impact de la haute énergie appliquée pendant le broyage sur la structure cristalline des 
particules et enfin à la nécessité de stabiliser la suspension au cours du procédé de 
réduction de taille.   
3.3.1. Problèmes associés à l’érosion des billes  
Dans les broyeurs à billes agitées, les zones actives sont essentiellement les 
volumes où s’effectue le broyage entre les billes de broyage. Lors des événements de 
contrainte, non seulement les particules du produit sont broyées, mais la surface des billes 
de broyage est aussi comprimée et peut être endommagée. Becker et Schwedes [60] ont 
montré que l’érosion des billes est surtout liée à leur matériau constitutif.  
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L’érosion des billes est un phénomène qui apparait dès les premiers instants de 
broyage. Il devient vraiment problématique lorsque des énergies spécifiques importantes 
sont mises en jeu [61], c'est-à-dire lorsque de longues durées de traitement sont nécessaires 
(cas de nanobroyage) pour obtenir des suspensions denses en nanoparticules. Un autre 
inconvénient associé à l’érosion des billes est que ce processus entraine une contamination 
du produit broyé, altérant donc la qualité de la nanosuspension formulée.  
Ce phénomène constitue un handicap important dans le traitement de produits à 
usage pharmaceutique pour lesquels la toxicité n’est évidement pas admissible.  
 Une solution a été apportée à ce problème en utilisant des billes de très grande 
dureté (à base de matériau hautement résistant) comme des billes en oxyde de zirconium 
stabilisé à l’oxyde d’yttrium (ZrO2 (Y2O3-st)) qui sont beaucoup moins friables [60]. 
3.3.2. Influence des additifs sur le procédé de nanobroyage 
Les additifs de broyage sont des substances chimiques qui, ajoutés à la suspension à 
broyer, permettent d’obtenir des particules stables et d’augmenter l’efficacité de broyage. 
Les additifs les plus utilisés lors du broyage des produits pharmaceutiques sont de type 
surfactants (tel que laurylsulfate de sodium (SDS), tween 80 (T80), poloxamine 908). Les 
additifs de type polymères (à base de cellulose tel que l’hydroxypropylmethylcellulose 
(HPMC) et l’hydroxypropylcellulose (HPC)) sont aussi utilisés dans les procédés de 
broyage. Leur efficacité peut être expliquée selon différentes approches, dépendant 
fortement de la nature du matériau, la taille du produit broyé et de la technologie de 
broyage utilisée [62]. 
Les effets des additifs chimiques sur le broyage ont été principalement expliqués 
par deux types de mécanismes. Le premier est basé sur l’altération de la surface et des 
27 
 
propriétés mécaniques des particules, tels que la réduction de l’énergie de surface [63]. 
L’autre mécanisme considère l’arrangement et le déplacement des particules dans la 
suspension, comme, l’amélioration de la fluidité de la suspension [64]. Une quantité 
suffisante d’additif permet ainsi de réduire de manière significative la viscosité des 
nanosuspensions [65], ce qui permet un broyage plus efficace. 
Dans les procédés de nanobroyage en voie humide, en particulier dans des broyeurs 
à billes agitées, les additifs utilisés ont généralement pour finalité d’assurer à la suspension 
une bonne fluidité. Ceci va faciliter le transport des particules vers les zones actives, entre 
les billes de broyage et par conséquence augmenter l’efficacité du broyage. Les additifs 
doivent également permettre une bonne stabilisation des fines particules produites et éviter 
leur réagrégation. Ces additifs sont essentiellement des polymères. Ils permettent une fois 
adsorbés à la surface des particules broyées de les maintenir dans un état dispersé. La 
quantité d’additifs à ajouter de manière à améliorer l’efficacité de nanobroyage est fonction 
de la taille désirée des particules broyées, de la concentration en solide et de l’état de 
dispersion souhaité. A ce sujet, un groupe de chercheurs [66] a testé l’effet de quatre 
additifs (l’alginate de sodium (AS), le laurylsulfate de sodium (SDS), le Tween 80 (T80) et 
l’hydroxypropylmethylcellulose HMW (HPMC)) sur la taille de particules de six principes 
actifs (Itraconazole, Fénofibrate, Griséofulvine, Ibuprofène, Azodicarbonamide, 
Sulfaméthoxazole). Un classement général de l’effet de stabilité est produit  comme 
suivant : HPMC>T80>SDS>AS à l’exception de la griséofulvine ayant une taille de 
particule après broyage de 2-3 µm avec ou sans stabilisant. L’HPMC semble être le 
meilleur stabilisant aboutissant à la plus grande réduction de taille de particules de cinq 
médicaments parmi les six étudiés. A titre d’exemple, la taille des particules (µm) de 
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l’ibuprofène après broyage est de : 3,30 (HPMC) <3,87 (T80) <5,70 (SDS) <52,55 (AS) 
[66].  
L’utilisation d’additifs en broyage et plus encore dans le cas du nanobroyage de 
produits pharmaceutiques est un point très important à prendre en considération. 
3.3.3. Modification des propriétés des particules au cours du procédé de nanobroyage  
 Le broyage entraîne la réduction de taille des particules ou cristaux, mais d’autres 
propriétés sont aussi modifiées, telles que la forme ou la répartition des charges de surfaces. 
Lors de traitements mécaniques prolongés, comme c’est le cas pour la production de 
nanoparticules ou nanocristaux, la dissipation d’une quantité importante d’énergie peut 
altérer les propriétés superficielles et structurales des produits à broyer. Des phénomènes 
peuvent alors apparaître comme l’amorphisation superficielle de solides cristallins, des 
transformations polymorphiques, l’agrégation des fragments de produits ou encore  des 
décompositions. 
Si l’on s’intéresse au domaine particulier des solides à usage pharmaceutique, il est 
important de rappeler que la majorité des produits solides cristallins présentent un ou 
plusieurs polymorphes [67]. De ce fait il semble d’une extrême importance d’étudier 
certaines modifications des propriétés des particules ou nanocristaux. Un exemple des 
propriétés à étudier est l’altération du réseau cristallin du principe actif et les 
transformations polymorphiques susceptibles de se produire lors de procédés de 
nanobroyage prolongés. 
3.4. Techniques d’analyse des nanoparticules 
Afin dévaluer la performance du procédé de nanobroyage humide à billes agitées, il 
est important de mesurer la taille des particules produites et d’analyser leurs propriétés 
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physico-chimiques. Différentes techniques sont utilisées pour caractériser les propriétés des 
particules après broyage. Ainsi nous avons mesuré les distributions de taille des particules 
par la diffusion dynamique de la lumière (DLS), étudié leurs morphologies à l’aide de la 
microscopie électronique à balayage (MEB) et analysé leurs propriétés thermiques par la 
calorimétrie différentielle à balayage (DSC).  
3.4.1. Diffusion dynamique de la lumière  
Lorsqu’un faisceau lumineux éclaire une dispersion, la lumière subit un processus 
de diffusion.  L’intensité de la lumière diffusée est une fonction du temps, car les particules 
sont soumises au mouvement brownien qui est le mouvement aléatoire des particules, 
provoqué par les impacts des molécules du solvant sur la surface de la particule [68]. C’est 
la vitesse à laquelle les particules diffusent par mouvement brownien qui est mesurée. Pour 
cela, on mesure le taux de fluctuation de l’intensité de la lumière diffractée [68]. Ce taux 
varie selon la taille des particules (cf. Figure 1.13). On observe effectivement que les 
petites particules font fluctuer l’intensité de lumière plus rapidement que les grandes 
particules.  
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Figure 1. 13. Fluctuations d’intensité en DLS pour des grandes et petites particules.  
 
Selon des modèles mathématiques complexes de calculs [69], on peut évaluer le 
diamètre hydrodynamique (ou diamètre de Stokes) des particules ainsi qu’un indice de 
polydispersité et des indices sur l’allure du profil de distribution des tailles de particules de 
l’échantillon, en nombre, volume ou intensité. Le diamètre hydrodynamique est le diamètre 
d’une sphère théorique qui aurait le même coefficient de diffusion que la particule 
considérée, ce qui entraine une surestimation par rapport à une mesure de taille par 
microscopie [69].  
 Cette technique a pour avantage principal d’être rapide et de ne pas nécessiter de 
calibration. De plus, elle est non-destructive en sens que l’échantillon peut être récupéré 
après analyse. Cependant elle ne peut évaluer que des tailles comprises entre  
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1 nm-10 µm, au delà  de cette gamme les valeurs ne sont plus fiables [68] et l’échantillon 
doit souvent être dilué afin d’éviter les artefacts. 
  
3.4.2. Microscopie électronique à balayage   
La microscopie électronique à balayage (MEB) est l’une des méthodes 
d'observation et d'analyse les plus utilisées dans tous les domaines de recherche. Cette 
nouvelle technologie a permis, du fait de sa profondeur de champ, l'observation du relief 
d'échantillons massifs. Elle a une résolution qui se situe entre 0,4 et 20 nm (soit 500 fois 
plus que le meilleur microscope optique réalisable). Elle utilise un faisceau d’électrons 
(appelés primaires) comme source d’irradiation. Ce dernier est engendré par un filament de 
tungstène (W) ou d’une pointe en tungstène d’un champ électrique. A la suite du 
bombardement de l’échantillon, des électrons appelés secondaires de très faible énergie 
sont produits. Ces électrons sont amplifiés, détectés puis interprétés pour reconstruire une 
image en fonction de l’intensité du courant électrique produit. Le MEB réalise donc une 
topographie de l’échantillon à analyser. C’est pourquoi l’image obtenue est en noir et blanc 
ou chaque nuance de gris est le résultat de l’intensité du courant détecté [70]. 
Contrairement à la DLS qui est une méthode indirecte basée sur des modèles 
mathématiques, la MEB permet de visualiser directement la taille et la morphologie des 
particules individuelles [70].  
3.4.3. Calorimétrie différentielle à balayage  
La calorimétrie différentielle à balayage (Differential Scanning Calorimetry ou DSC) est 
une technique d'analyse thermique. Elle mesure les différences des échanges de chaleur 
entre un échantillon à analyser et une référence (cf. Figure 1.14).  
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Figure 1. 14. Principe de fonctionnement de DSC.  
 
On place l’échantillon à analyser dans un creuset en aluminium (récipient témoin), l’autre 
récipient servant comme référence est tenu vide. L’ensemble des deux récipients est mis 
dans un four qui chauffe à gradient de température sous un flux gazeux d’azote afin de 
prévenir toute interaction de l’échantillon avec l’atmosphère du four. La DSC détecte la 
différence d’enthalpie entre l’échantillon et la référence en fonction de la température 
ambiante du four.     
Une substance en transition de phase échange une quantité de chaleur avec l’équipement 
pour être maintenu à la même température que la référence. Dans le cas d’une transition 
solide-liquide, le solide qui fond va absorber plus de chaleur (processus endothermique) 
pour pouvoir augmenter sa température au même rythme que la référence. La différence en 
énergie fournie entre la substance et la référence pour combler ce manque est traduite par 
33 
 
un pic endothermique (correspondant au point de fusion) dans la courbe représentant le flux 
de chaleur en fonction de la température [71, 72].   
4. Les hydrogels 
Les gels sont des formes semi-solides contenant des éléments solides et des éléments 
liquides. La partie solide forme un réseau tridimensionnel de molécules ou d’agrégats 
immobilisant la partie liquide [73]. De nombreux polymères naturels et synthétiques 
forment des gels. On en distingue deux types de gels selon la nature de la phase continue. 
Dans les hydrogels, elle est aqueuse alors que dans les organogels, elle est constituée d’un 
solvant organique ou de lipides [74]. Les gels peuvent donc accommoder des composés 
tant hydrophiles qu’hydrophobes.  
4.1. Les carbomères 
Les carbomères sont des macromolécules hydrophiles de haut poids moléculaire entre 
700 000 et 4 000 000 g/mol [75] et ayant une grande polydispersité de cette masse. Le 
carbomère est un polymère acrylique (Figure 1.15) réticulé dont les groupements 
carboxyliques sont responsables de la plupart de ses propriétés. Sous forme de résine 
déshydratée, les molécules de Carbopol sont enroulées en pelotes, ce qui leurs donne un 
fort pouvoir épaississant. Leurs groupements carboxyliques peuvent s’associer et réaliser 
des ponts d’hydrogène entre les différentes parties de la chaine principale du polymère en 
solution. Ces groupements carboxyliques deviennent fortement ionisés dans la gamme de 
pH=4 à pH=6 en présence d’un agent neutralisant et aboutissent à la formation d’un gel à 
cause des répulsions électrostatiques entre les chaînes de polymères chargées [76].  
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Figure 1. 15. Structure générale du carbomère.  
 
Parmi les différents bases d’hydrogels utilisés, les carbomères sont souvent préférés en 
industrie pharmaceutique [77], vu leur bonne stabilité, compatibilité, leur taux élevé en eau 
et leur faible toxicité [78]. Les carbomères ont d’autres dénominations telles que : acides 
polyacryliques, polymères carboxyliques ou caboxy polyéthylènes. Carbopol
®
 correspond 
au nom de marque identifiant le carbomère. Parmi les carbomères les plus utilisés en 
industrie pharmaceutique on peut citer : ceux de la première génération tel que le carbopol
®
 
934P, 940 et 974P utilisés dans les formulations ophtalmiques [79] et ceux de la nouvelle 
génération comme le carbopol
®
 Ultrez 10 et 21, qui sont couramment utilisés dans la 
préparation des gels dermatologiques [80]. 
4.2. Applications pharmaceutiques des gels de carbomères  
Les carbomères hydrophiles, sont actuellement très utilisés dans divers applications 
pharmaceutiques telles que  la libération contrôlée de médicament, les films bio-adhésifs 
pour la voie buccale, les gels ophtalmiques et dans les applications pour voie 
transdermique, nasale et intestinale [81].  
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Parmi leurs avantages d’utilisation sous forme gel pour usage topique on peut citer [82] : i) 
la viscosité élevée à faible concentration, ii) l’intervalle de viscosité large et un écoulement 
caractéristique, iii) une bonne compatibilité avec plusieurs principes actifs, iv) des 
propriétés bioadhésives, v) une bonne stabilité thermique, vi) une bonne caractéristique 
organoleptique et un bon profil d’innocuité. Des chercheurs [83] ont étudié la diffusion de 
methotrexate dans un gel de Carbopol
®
 934 et dans un onguent de vaseline blanche en 
utilisant la méthode de seringue. Les tests ont montré que le flux de diffusion dans le 
Carbopol
®
 934, a augmenté d’un facteur 20 comparativement à celui d’un onguent de 
même composition en principe actif [83].     
4.3. Gélification des carbomères en fonction du pH 
Il est également possible d’obtenir un gel en tirant profit d’un changement de solubilité en 
fonction du pH [84]. Les solutions aqueuses de Carbopol
®
 présentent une transition sol-gel 
(solution-gel) lorsque le pH est amené au dessus de son pKa, soit environ 5.5. Au pH 
physiologique (7-7.1), le carbomère est sous forme gélifiée. La neutralisation s’effectue à 
l’aide d’une base inorganique hydrosoluble (NaOH, KOH, NH4OH….) ou d’amines 
hydrosolubles comme le triéthanolamine (TEA), aminométhylpropanol (AMP-95) ou le 
tetrahydroxypropyléthylènediamine (Neutrol TE). Le gel obtenu est aqueux, stable, 
transparent, incolore et non collant au toucher [75]. Dans notre cas d’étude, nous avons 
préparé des gels (Figure 1.16) à base de Carbopol Ultrez 21 (neutralisé par le 
triéthanolamine (TEA)) à partir  d’une nanosuspension de 1-docosanol, pour la préparation 
d’une forme semi solide.  
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Figure 1. 16. Formation du gel de Carbopol par neutralisation au TEA ( Inspiré de [85]). 
 
4.4. Caractérisation des hydrogels de carbomères  
4.4.1. Caractérisation rhéologiques  
Les hydrogels de carbomères sont caractérisés par l’étude de leurs propriétés rhéologiques 
telles que la viscosité et le degré de thixotropie. Pour évaluer la rhéologie d’un matériau, il 
est possible de lui appliquer une contrainte ou une déformation et de mesurer sa réponse 
mécanique. La rhéologie est utilisée pour évaluer la force du réseau formé (gel fort ou 
faible). Elle permet aussi d’établir le lien entre la structure de la molécule gélifiante et les 
propriétés mécaniques du gel [86].  
Un groupe de chercheurs [82] ont étudié le comportement rhéologique des hydrogels de 
carbopol et les ont classés parmi les fluides ayant un comportement non newtonien et 
pseudoplastique. 
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a) Fluide newtonien  
Un fluide est dit newtonien [87] lorsque la contrainte appliquée (σ) est une fonction linéaire 
de la vitesse de déformation (taux de cisaillement : S) ( Figure 1.17). Le facteur de 
proportionnalité est appelé viscosité (ɳ), il est constant et indépendant de la vitesse de 
déformation.  
 
Figure 1. 17. Courbe de linéarité d’un fluide newtonien. 
b) Fluide non newtonien au comportement indépendant du temps  
Au contraire, un fluide est dit non-newtonien [87] lorsque sa contrainte de cisaillement 
n’est pas une fonction linéaire de la vitesse de déformation (σ=k.Si). Autrement dit sa 
viscosité (appelé viscosité apparente) dépend elle aussi de la vitesse de cisaillement 
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ɳ=f(S).Parmi les fluides non–newtonien au comportement indépendant du temps, on peut 
citer :   
 Fluide rhéofluidifiant  ou pseudoplastique [87] : il est caractérisé par une 
viscosité apparente qui diminue quand la vitesse de cisaillement augmente (Zone 
rouge : Figure 1.18b). La courbe d’écoulement (σ=f (S)) d’un fluide pseudoplastique 
s’incurve vers le bas (Zone rouge : Figure 1.18a). Pour de très faibles et très grandes 
valeurs de S, le fluide a un comportement newtonien. À chacun de ces domaines est 
associée respectivement, une viscosité constante appelée viscosité à cisaillement nul 
(ɳ0) (ou viscosité en écoulement continu) et viscosité infinie (ɳ    ). Le cas de fluides 
rhéofluidifiants est le plus fréquent pour des fluides tels que les polymères en solution, 
les émulsions, les suspensions, les dispersions et les gels de carbomères [82].  
 Fluide rhéoépaississant ou dilatant [87] : à l’inverse de la rhéofluidification, le 
comportement rhéoépaississant est assez rare. Dans ce cas de fluide, la viscosité 
augmente lorsque la vitesse de déformation (taux de cisaillement) augmente (Zone 
verte : Figure 1.18b) et la courbe d’écoulement correspondante s’incurve vers le haut 
(Zone verte : Figure 1.18a).  
39 
 
 
Figure 1. 18. (a) Contrainte de cisaillement : σ et (b) viscosité apparente : ɳ en fonction  
                        du cisaillement pour un fluide non-newtonien. 
c) Fluide non newtonien au comportement dépendant du temps  
 Fluide thixotrope [87] : La thixotropie est un comportement dépendant de la 
contrainte de cisaillement (σ) et du temps. Un fluide est dit thixotrope si sous  
contrainte (σ) constante, la viscosité apparente diminue au cours du temps. La structure 
du fluide est désorganisée par cisaillement et le fluide retrouve graduellement son état 
initial après un long repos (dans le cas contraire, il s’agit d’une thixotropie partielle). La 
thixotropie est souvent associée à un comportement rhéofluidifiant.  
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 Fluide antithixotrope [87] : à l’inverse de la thixotropie, le fluide antithixotrope 
(très rare) est caractérisé par une viscosité apparente qui augmente dans le temps sous 
l’effet d’une contrainte de cisaillement constante et sa structure est organisée par 
cisaillement. L’antithixotropie est souvent liée à un comportement rhéoépaississant.  
d) Modélisation rhéologique  
Le comportement rhéologique d’un fluide non-newtonien est ajusté par le modèle 
mathématique d’Ostwald-de Waele [88] qui s’écrit :  
ɳ=KS- n                                 (Eq.1.1)  
où ɳ la viscosité apparente, K une constante, S la vitesse de déformation appliquée et n le 
degré de thixotropie (ou indice de rhéofluidifiant). Selon les valeurs de n on distingue :  
 0<n<1 : le fluide est rhéofluidifiant ou pseudoplastique ; 
 n=0 : le fluide est newtonien ; 
 n<0 : le fluide est rhéoépaississant ou dilatant. 
Dans notre cas d’étude, nous avons caractérisé les hydrogels de carbomères : par l’étude de 
la viscosité en fonction de la vitesse de déformation et la détermination du degré de 
thixotropie. 
4.4.2. Caractérisation du réseau des hydrogels de carbomères 
Pour obtenir une connaissance détaillée sur l’arrangement  moléculaire et la 
structure des agrégats (morphologie, orientation, cristallinité) qui constituent le gel, 
diverses techniques peuvent être utilisées. Tout d’abord, les techniques d’imagerie directes, 
soit la microscopie optique ou la microscopie électronique à balayage MEB (cf. section 
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3.4.2). Elles permettent d’obtenir des informations sur la structure du réseau dans l’espace 
et sur la taille des nanoparticules [89] dans le réseau du gel. Aussi les techniques de 
diffusion dynamique de la lumière DLS (cf. section 3.4.1) et la calorimétrie différentielle à 
balayage DSC (cf. section 3.4.3) sont de plus en plus utilisées dans ce domaine. La DLS 
permet d’évaluer la taille des nanoparticules dans le gel et la DSC est fréquemment 
employée pour la détermination de la température de transition gel-solution et solution-gel 
pour des gels thermosensibles [90]. Elle est aussi utilisée pour la détermination de la nature 
cristalline ou amorphe des particules de médicament incorporées dans un gel de carbomère 
[91].  
Ainsi nous avons évalué la taille des particules du docosanol dans l’hydrogel par la 
diffusion dynamique de la lumière DLS, étudié leurs morphologies à l’aide de la 
microscopie électronique à balayage et analysé leurs propriétés thermiques par la 
calorimétrie différentielle à balayage DSC. 
5. Hypothèses et objectifs  
5.1. Hypothèses   
La formulation commerciale Abreva
®
 présente une efficacité thérapeutique limitée 
qui pourrait être attribuée à sa faible pénétration cutanée causée par la rétention du 
docosanol dans le véhicule de la formulation.  
 Afin d’améliorer l’efficacité thérapeutique du docosanol, notre principale 
hypothèse est basée sur la réduction de la taille des particules du principe actif jusqu’à 
l’obtention de nanocristaux, grâce à la technique de nanobroyage humide. Ceci permettra 
42 
 
ainsi une meilleure diffusion des particules de docosanol dans les surfaces cutanées. Nous 
proposons donc la fabrication d’une nouvelle formulation de nanosuspension aqueuse de 
docosanol en utilisant le procédé de nanobroyage humide. Nous proposons aussi la 
préparation d’une formulation semi solide (hydrogel) à usage topique à partir de la 
nanosuspension de docosanol. 
5.2. Objectifs     
1. Développer une nanosuspension de docosanol par utilisation de la technique de 
nanobroyage humide.  
2. Développer une méthode HPLC-ELSD indicatrice de la stabilité pour évaluer la 
teneur en docosanol dans des préparations liquides et semi-liquides. 
3. Caractériser la nanosuspension par évaluation de la teneur (HPLC-ELSD), par 
mesure de la taille des particules (DLS) et par analyse thermique (DSC). 
4. Préparer des hydrogels à partir de la nanosuspension de docosanol. 
5. Caractériser les hydrogels de docosanol par l’étude de leurs propriétés rhéologiques, 
et de leur stabilité à différentes températures.   
6. Examiner les propriétés thermiques du docosanol dans l’hydrogel nanoformulé par 
calorimétrie différentielle à balayage DSC et sa morphologie par microscopie 
électronique à balayage (MEB). 
7. Etudier la libération in vitro du 1-docosanol contenu dans l’hydrogel à travers des 
membranes synthétiques de polycarbonates (pores de 400 et 800 nm). 
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1. Introduction 
Un grand nombre de principes actifs (> 40%) commercialisés sur le marché sont 
faiblement solubles dans l’eau (solubilité aqueuse <1 mg/mL) [1]. Il existe un nombre 
limité d’approches dans la littérature, permettant d’améliorer la vitesse de dissolution des 
molécules peut solubles dans l’eau parmi lesquelles la technologie de nanobroyage [2]. 
Cette technique repose sur la réduction de la taille des particules solides en suspension 
jusqu’à l’obtention de particules de taille nanométrique. La réduction de la taille des 
particules permet d’augmenter drastiquement la surface spécifique des particules et par 
conséquent leur vitesse de dissolution [3]. Dans notre cas d’étude de développement d’une 
formulation de docosanol à usage topique, la technique du nanobroyage n’a pas été utilisée 
pour augmenter la dissolution du docosanol, puisque ce dernier est complètement insoluble 
dans l’eau, mais pour faciliter sa diffusion à l’état solide dans les couches plus profondes 
des muqueuses oro-labiales.   
Ce chapitre présente la préparation des formulations de nanosuspensions de 
docosanol par la technique de nanobroyage par voie humide. Les particules solides de 
docosanol ont été d’abord dispersées dans une solution aqueuse contenant un pourcentage 
de polymère stabilisant l’hydroxypropylcellulose (HPC) et de surfactant laurylsulfate de 
sodium (SDS). La solution est ensuite mise dans un broyeur à billes fonctionnant à faible 
énergie ou à haute énergie. Les nanosuspensions de docosanol obtenues ont été 
caractérisées pour leur taille de particules, la cristallinité et la teneur en principe actif. La 
taille des particules avant et après lyophilisation a été étudiée par diffusion dynamique de la 
lumière (DLS). L’état de cristallinité des nanocristaux a été traité par calorimétrie 
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différentielle à balayage (DSC), tandis que la teneur en docosanol a été évaluée par HPLC-
ELSD. Pour cette dernière caractérisation, une méthode HPLC–ELSD a été développée et 
validée pour la quantification de docosanol en solution et dans les formulations de 
nanosuspensions. 
2. Matériels et méthodes 
2. 1. Matériels 
Le 1-docosanol (Aldrich, Oakville, ON), sous forme de paillettes, de  
pureté > 98%, a été broyé en fine poudre avant utilisation. Il a été utilisé comme principe 
actif dans les préparations des nanosuspensions et comme standard pour les tests 
analytiques.  
L’hydroxypropylcellulose (grade HPC-SL) de faible viscosité est fourni par la 
compagnie Nisso America Inc. (New York, NY); tandis que laurylsulfate de sodium (SDS) 
sous forme de poudre est fourni par la firme Anachemia (Montréal, Canada). 
Le méthanol de grade HPLC, est fourni par la firme Fisher Scientific (Oakville, 
ON). Le tetrahydrofurane (THF) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) dont le degré de pureté est 
> 99,5%, de grade spectrophotométrique, est utilisé pour la dissolution du docosanol. 
L’acide acétique glacial, de la compagnie Fisher Scientific (Oakville, ON), de degré de 
pureté 99,5%, est utilisé dans la préparation de la phase mobile.  
Les billes d’oxyde de zirconium stabilisé à l’oxyde d’yttrium de diamètre 0,8 mm, 
utilisées dans le procédé de fabrication de la nanoformulation docosanol, sont obtenues de 
la compagnie Glenmills (Clifton, NJ). 
53 
 
2. 2. Méthodes  
2.2.1. Procédé de fabrication de la nanoformulation du docosanol 
Toutes nos formulations de nanosuspensions de docosanol sont obtenues par 
mélange physique du principe actif docosanol et du polymère stabilisant stérique 
hydroxypropylcellulose (HPC). Puisque le docosanol est très hydrophobe (logP=9), un 
surfactant ionique; le laurylsulfate de sodium (SDS) a été ajouté aux suspensions afin 
d’obtenir une dispersion plus facile du docosanol dans l’eau.  
Pour des raisons de commodité, la notation (A;B;C) a été adoptée pour caractériser nos 
formulations de nanosuspension. A, B et C étant respectivement, le pourcentage en poids 
du docosanol, du polymère HPC et de l’agent surfactif SDS. Le reste de la formulation est 
de l’eau.  
Tableau 2. 1. Composition de la formulation. 
(A;B;C) Formulation 
A % (p/p) docosanol 
B % (p/p) HPC 
C % (p/p) SDS 
 
Les formulations de nanosuspensions sont obtenues par nanobroyage à basse énergie dans 
un broyeur à cylindres ou à haute énergie à l’aide d’un broyeur à billes agitées de modèle 
Dynomill Multi- Lab.  
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2.2.1.1. Nanobroyage à faible énergie  
A l’échelle prototype, la taille des lots des préparations de nanosuspensions est de 
10 g. À titre d’exemple, la formulation (5;1;0,1) a été préparée comme suit : une masse de 
0,1 g  de polymère (HPC) (1%) et 0,01 g de surfactant SDS (0,1%) sont dissous dans 9,39 
mL d’eau (93,9%) à température ambiante. Une masse cible de 0,5 g de docosanol broyé en 
fine poudre (5%) est ensuite dispersée dans la solution précédente. La suspension ainsi 
formée est portée au  bain marie à 85°C pendant 20 minutes sous agitation. Après 
homogénéisation, la suspension est refroidie à température ambiante et sa masse est ajustée 
à 10 g avec de  l’eau distillée. Elle est ensuite transférée dans un flacon de volume 40 mL,  
contenant 20 mL de billes d’oxyde de zirconium stabilisé à l’oxyde d’yttrium de diamètre 
0,8 mm. Le nanobroyage est effectué pendant 5 à 6 jours dans un broyeur à cylindres dont 
la vitesse est fixée à 200 rpm. Enfin, la nanosuspension est filtrée à travers une seringue de 
20 mL munie d’un tamis de mailles de taille 200 µm. Cette opération permet de récupérer 
la nanosuspension ainsi formée.  
2.2.1.2. Nanobroyage à haute énergie  
A l’échelle pilote, la taille des lots des préparations de nanosuspension de 
docosanol, obtenues par nanobroyage à haute énergie, a été fixé soit à 30 g soit à 60 g. Ces 
formulations sont préparées dans un broyeur de modèle Dyno-Multi Lab (Glen Mills Inc), 
fonctionnant en mode discontinu, de volume 0,15 L ou 0,30 L, contenant 72 ou 144 mL de 
billes d’oxyde de zirconium stabilisé à l’oxyde d’yttrium et tournant à une vitesse de 
rotation de 2389 rpm. Le broyage est effectué à 5°C dans une chambre thermostatée. Un 
échantillon de 300 μL est prélevé toutes les heures afin de mesurer la taille des particules. 
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Le processus de nanobroyage est maintenu pendant 4 à 5 h, jusqu’à ce que la taille des 
particules désirée soit obtenue. A la fin du procédé de broyage, la nanosuspension du 
docosanol est tamisée de la même façon que dans le nanobroyage à faible énergie.  
2.2.2. Caractérisation des formulations de nanosuspension de docosanol 
 Le diamètre hydrodynamique des particules des formulations de nanosuspension 
avant et après lyophilisation est mesuré par diffusion dynamique de la lumière (DLS) en 
utilisant un Zeta Sizer NS (Malvern Instruments). Environ 300 μL de la suspension à 
analyser sont mis dans 20 mL d’une solution aqueuse de laurylsulfate de sodium (SDS) à 
0,02%, puis dilués 10 fois à l’eau distillé. Les mesures de taille des particules ont été 
effectuées à la température de 25°C et l’angle incident de 90°. Les échantillons ont été 
préparés en triplicata (n=3) et les mesures ont été effectuées sur 3 cellules différentes pour 
chaque formulation donnée. Chaque mesure a été répétée 3 fois (n=3).  
2.2.3. Lyophilisation 
 En industrie pharmaceutique, la lyophilisation est utilisée pour sécher des produits 
pharmaceutiques liquides [4, 5], tels que les nanosuspensions et les solutions. La 
lyophilisation est une technique de dessiccation par sublimation des solutions ou 
suspensions qui sont préalablement solidifiées par congélation.  
Les nanosuspensions préparées avec de l’hydroxypropylcellulose (HPC) et de laurylsulfate 
de Sodium (SDS) ont été lyophilisées dans un lyophilisateur appelé freeze dry system 
(lyph.lock 4.5, Labconco). Un échantillon du lyophilisat obtenu de masse environ 1 mg est 
redispersé dans 20 mL d’une solution 0,02% de laurylsulfate de sodium (SDS) pour la 
détermination de la taille des particules après lyophilisation.  
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2.2.4. L’analyse thermique par DSC 
 Un échantillon de masse (2-4 mg) de la poudre de docosanol pure ainsi que celle des 
nanosuspensions lyophilisées a été analysée par calorimétrie différentielle à balayage 
(DSC). L’appareil utilisé est de marque Jade Perkin Elmer de la compagnie Perkin Elmer 
(Orlando, FL), couplé à un bain thermostaté dont la température est réglée à -25°C. 
L’analyse a été effectuée dans un intervalle de température de [-10°C, 120°C] et un 
gradient thermique de 5°C/min.  Le débit de gaz d’azote a été fixé à 20 mL/min. 
2.2.5. Détermination de la quantité de 1-docosanol dans la nanosuspension 
2.2.5.1. Les conditions HPLC 
L’analyse du docosanol dans les solutions standards, les nanosuspensions et le 
produit commercial Abreva
®
 a été effectuée par la méthode HPLC en utilisant le système 
Shimadzu (UFLC). Ce système est équipé d’un détecteur évaporatif à diffusion de la 
lumière (ELSD) et d’une colonne C8 (4,6 x  250 mm, 5 µm) chauffée à 40°C. La phase 
mobile utilisée est constituée d’un mélange méthanol/eau 90:10 (v/v) additionnée de 0,2% 
d’acide acétique. Le volume d’injection est fixé à 6 µL en mode isocratique avec un débit 
de 2 mL/min. Ces conditions permettent l’obtention d’un pic, toute en réduisant le temps de 
rétention à 11 minutes. La température du nébuliseur est fixée à 30°C et le gain est ajusté à 
10. Le gaz (azote) lié directement au détecteur ELSD est maintenu à la pression de  
50 ± 0,2 psi.  
2.2.5.2. Préparation de standards et échantillons  
Dans toutes les préparations des échantillons du docosanol (standards et 
nanosuspensions), un aliquot est dissous dans 25 mL de THF afin d’obtenir une 
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concentration de 1 mg/mL (solution mère). Cette solution est ensuite diluée par du 
méthanol en plusieurs solutions diluées dont la concentration est comprise dans un 
intervalle de [3,2-80,3 µg/mL].  
2.2.5.3. Protocole de dégradation forcée du docosanol 
3 échantillons de docosanol pur de masse 100 mg chaque, sont dissous dans 3 
solvants différents : 5mL de NaOH (1N), 5mL de HCl (1N) ou 5mL de H2O2 (30% p/p). 
Après 15 minutes de sonication, les échantillons sont stockés pendant 7 jours à température 
ambiante. Un autre échantillon de docosanol pur de masse 100 mg est chauffé à 75°C 
pendant 7 jours. 
Après ce temps (7 jours), le volume des échantillons est complété à 100 mL avec du THF 
(1 mg/mL). Cette dernière solution est ensuite diluée par du méthanol à une concentration 
cible de 64 μg/mL, puis analysée par HPLC (cf. section 2.2.5.2).  
3. Résultats et discussion 
3.1. Préparation et caractérisation des nanosuspensions à base de 
docosanol  
3.1.1. Nanobroyage à faible énergie 
  La nanosuspension a été d’abord préparée par nanobroyage humide au broyeur  à 
faible énergie. Deux formulations ont été testées : (5;1;0,1) et (10;2;0,2). Cette dernière a 
une teneur comparable à la formulation commerciale (Abreva
®
). 
La figure 2.1 représente la réduction de la taille des particules des nanosuspensions de 
docosanol en fonction du temps du broyage.  
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Figure 2. 1. Diamètre moyen des nanoparticules de docosanol en fonction du temps de  
                      broyage pour les nanoformulations (5;1;0,1) et (10;2;0,2); (n=3). 
 
La taille des particules de la formulation (5;1;0,1) avant broyage était de 1123 nm. La 
figure 2.1 indique que des nanoparticules ont été obtenues dès le premier jour de broyage 
avec une distribution polydisperse (PDI= 0,61± 0,02) et une taille moyenne de 478,2 nm. 
Cependant, pour obtenir des nanocristaux ayant une distribution unimodale  
(PDI= 0,18 ± 0,01) et une taille des particules de 197,2 nm, il a fallu prolonger le temps de 
broyage à 5 jours.  
D’autre part, la taille des particules de docosanol de la formulation (10;2;0,2) avant 
broyage, est de l’ordre du micromètre (1,8 µm). Après deux jours de broyage, les 
nanoparticules sont déjà formées (925.6 ± 55.2 nm). Après six jours de broyage, la taille 
moyenne des particules est significativement réduite (réduction de 84%). Elle passe de  
1,8 µm à 278,7 nm avec un indice de polydispersité relativement faible (0,36 ± 0,02).  
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3.1.2. Nanobroyage à haute énergie 
Il a été reporté dans la littérature que le nanobroyage humide à haute énergie est un 
excellent moyen d’obtention des nanosuspensions [1, 6]. La figure 2.2 représente la taille 
des particules du docosanol en fonction du temps de broyage à haute énergie pour les 
nanoformulations (5;1;0,1) et (10;2;0,2). Dans les deux cas, les formulations de 
nanosuspensions ont été obtenues avec succès et sans difficulté notable. En ce qui concerne 
la formulation (5;1;0,1), on constate (Figure 2.2) que le broyage à haute énergie a permis 
d’obtenir des nanoparticules après seulement une heure de broyage. La seconde étape de 
broyage, d’une durée de trois heures a permis de réduire d’avantage la taille des particules 
de presque 30%. L’indice de polydispersité de ces particules est passé de 0,43 ± 0,07 à  
0,26 ± 0,01. 
Pour la formulation (10;2;0,2),  une durée de trois heures de broyage à haute énergie est 
suffisante pour obtenir des particules de taille moyenne de 280 nm. À noter qu’avec la 
technique de broyage à faible énergie, il a fallu six jours de broyage pour cette même 
formulation afin d’obtenir des tailles de particules équivalentes.  
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Figure 2. 2. Diamètre moyen des nanoparticules de docosanol en fonction du temps de     
                      nanobroyage pour les nanoformulations (5;1;0,1) et (10;2;0,2); (n=3). 
 
La comparaison des résultats de nanobroyage obtenus par les deux techniques, à savoir le 
broyage à faible énergie et celui à haute énergie montre deux différences fondamentales :  
i) D’une part, la plus petite taille des particules obtenue lors du broyage à faible énergie est 
de 200 nm. Cette taille est obtenue après 5 jours de broyage. Alors que la technique du 
broyage à haute énergie offre une taille minimale de 270 nm, obtenue seulement après 4h 
de broyage.   
ii) D’autre part, lors du broyage à faible énergie, les tailles de particules de la formulation à 
10% en docosanol sont plus grandes à celles des particules de la formulation à 5% en 
docosanol (cf. Figure 2.1). Alors que pendant le broyage à haute énergie, le phénomène 
inverse est observé (cf. Figure 2.2).    
Tel qu’il a été reporté au chapitre I (cf. section 3.2), lors du broyage d’une formulation la 
vitesse de broyage ainsi que le temps de séjour de la formulation dans le broyeur ne sont 
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pas les seuls paramètres limitant la taille finale des particules. Il existe d’autres facteurs 
ayant une grande influence sur la taille finale des particules broyées et sur l’efficacité du 
broyage.  Parmi ces facteurs, on peut citer la géométrie du broyeur et celle de l’agitateur.  
Dans le broyeur à faible énergie, l’ensemble de la suspension et de billes de broyage sont 
mis dans un flacon (30 mL) de géométrie cylindrique. Ce dernier est placé horizontalement 
entre deux rouleaux en rotation. Lors de la rotation du flacon, la force centrifuge plaque les 
particules à broyer et les billes contre la paroi [7]. Celles ci sont alors entrainées jusqu’à 
une certaine hauteur puis retombent (Figure 2.3). La majorité des particules se retrouvent 
emprisonnées entre les billes et la paroi.  
 
 
Figure 2. 3. Mouvement du mélange de billes et de nanosuspension dans le  
                          broyeur à faible énergie.   
 
Tandis que dans le broyeur à haute énergie, l’ensemble billes-suspension est mis en 
mouvement par des forces de déplacement à l’aide d’un arbre d’agitation. La réduction de 
la taille des particules se produit alors lorsque les particules sont piégées entre deux billes 
qui se choquent, soit de manière frontale, soit de manière oblique (du fait de cisaillement) 
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[8]. Le mouvement des billes engendre des contraintes de compression et de cisaillement 
sur les particules en suspension. 
 Des études expérimentales [9] ont montré que l’efficacité du procédé de broyage 
d’une suspension dans un broyeur donné, peut être déterminée par trois grandeurs : 
a. Le nombre de contraintes (collisions) subis par les particules de la suspension; ce 
phénomène est connu sous le nom de "stress number" ou SN.  
b. L’énergie reçue par une particule piégée entre deux billes de broyage, aussi dénommé 
"stress intensity" ou SI. 
c. L’énergie spécifique Es qui représente l’énergie totale servant à réduire la taille des 
particules par une combinaison de contraintes de différentes modes (compression, impact et 
cisaillement).  
Lors du processus de broyage humide, dans des broyeurs de type différents tel que 
notre cas, les particules du produit à broyer ne subissent ni les mêmes nombres de 
contraintes SN, ni les mêmes intensités de contraintes SI. Cette différence de SN et SI est à 
l’origine des deux différences observés (cf. début de section 3.1) lors du broyage des 
nanosuspensions à faible et à haute énergie. 
3.1.3. Effet de l’agent tensioactif sur la nanosuspension obtenue par broyage à haute 
énergie 
L’effet du pourcentage de l’agent tensioactif (SDS) sur l’aspect qualitatif de la 
nanosuspension et sur la taille de ses particules a été également étudié.  Pour cela, deux 
autres formulations (10;2;0,4) et (10;2;0,6) contenant respectivement deux et trois fois plus 
de surfactant que la formulation précédente (10;2;0,2), ont été préparées. Les résultats 
indiquent que les  nanosuspensions contenant 0,4% et 0,6% de SDS ont un aspect plus 
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mousseux que celle à 0,2% en SDS. Après leurs dépôt, ces nanosuspensions floculent mais 
se redispersent facilement : il s’agit d’une floculation réversible. Ce phénomène est 
souhaitable dans la formulation des suspensions pharmaceutique [10] puisqu’il permet 
d’éviter l’agglomération des nanoparticules. Les résultats indiquent aussi que la vitesse de 
floculation varie proportionnellement avec la concentration en tensioactif (SDS), ce qui est 
en accord avec les résultats de la littérature [11]. La figure 2.4 présente l’effet du surfactant 
(SDS) sur la taille des particules du docosanol. 
 
 
Figure 2. 4. Effet du pourcentage en surfactant SDS sur la taille des particules des  
                      nanoformulations de docosanol; (n=3).  
 
La figure 2.4 montre qu’une augmentation de la quantité de surfactant dans les 
nanosuspensions entraine un effet positif sur la réduction de la taille des particules. En 
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effet, après cinq heures de broyage des 3 formulations sous les mêmes conditions 
expérimentales, la taille des particules a connu une réduction de 31% lorsque la 
concentration en SDS passe de 0,2 à 0,6%.  
Le SDS est un surfactant anionique qui, en présence du polymère non ionique HPC, peut 
former une couche de charges électrostatiques autour des particules de docosanol. Ce 
phénomène a pour conséquence une diminution de l’agrégation des particules et une 
amélioration de l’efficacité du broyage, puisque les particules broyées présentent une 
diminution  de leurs tailles dépendamment du pourcentage en SDS utilisé [12].  
D’après ces résultats  on peut dire que la quantité optimale de SDS dans la nanosuspension 
est égale à 0,6%. Cette valeur semble être la meilleure pour la suite de nos travaux puisque 
la limite tolérée en SDS dans les préparations topiques est de 2,5% [13].  
3.1.4. Effet du pourcentage de polymère sur la nanosuspension obtenue par broyage à 
haute énergie 
De la même façon que pour le SDS, l’effet  du polymère HPC sur l’aspect qualitatif 
de la nanosuspension et sur la taille de ses particules a été également évalué. Autre que la 
formulation (10;2;0,6), deux nouvelles formulations (10;4;0,6) et (10;6;0,6) contenant 
respectivement deux et trois fois plus de polymère (HPC) ont été préparées. 
Les résultats indiquent que la viscosité des nanosuspensions augmente avec l’augmentation 
de la concentration du HPC.  
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Figure 2. 5. Effet du pourcentage en polymère sur la taille des particules des  
                         nanoformulations docosanol; (n=3).  
 
La figure 2. 5 montre que la taille des particules augmente de 60% lorsque la concentration 
en polymère (HPC) passe de 2% à 6% après quatre heures de broyage à haute énergie. 
Cette augmentation très significative peut s’expliquer par le fait que le HPC jouant le rôle 
de stabilisant stérique, s’adsorbe sous forme de couches entourant les particules de 
docosanol, et par conséquent fait augmenter leurs tailles [12]. D’après ces résultats la 
nanoformulation (10;2;0,6), ayant la plus faible taille des particules, a été choisie comme 
formulation de base pour la préparation des formulations semi-solides de docosanol. 
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3.1.5. Effet de la lyophilisation 
Tableau 2. 2. Diamètre de particule et PDI avant et après lyophilisation des différents      
                         nanosuspensions. Moyenne ± SD (n=9).  
 
Formulation 
Taille (dh) avant  
lyophilisation 
  ± SD (nm) 
PDI 
Taille après (dh) 
lyophilisation 
 ± SD (nm) 
PDI 
1a : (5;1;0,1)
f.é
 197±1,4 0,18±0,01 1303±164,5 0,39±0,25 
2a : (10;2;0,2)
f.é
 279±2,0 0,36±0,02 317±10,8 0,36±0,06 
1b : (5;1;0,1)
h.é
 298±2,8 0,25±0,01 798±42,7 0,39±0,09 
2b : (10;2;0,2)
h.é
 275±0,5 0,27±0,01 524±14,3 0,19±0,03 
3 : (10;2;0,4)
 h.é
 226±5,7 0,24±0,02 304±25,8 0,35±0,03 
4 : (10;2;0,6)
 h.é
 189±4,0 0,19±0,02 280±3,2 0,22±0,01 
5 : (10;4;0,6)
 h.é
 281±10,6 0,32±0,03 333±62,8 0,35±0,08 
6: (10;6;0,6)
 h.é
 312±12,9 0,47±0,03 851±157,2 0,88±0,10 
f.é : nanosuspension avec broyage à faible énergie; h.é : nanosuspension avec broyage à 
haute énergie. 
 
Le tableau 2.2 montre que la taille des particules est à l’échelle nanométrique pour toutes 
les nanoformulations avant et après lyophilisation sauf pour la formulation (5;1;0,1)
 f.é
. 
Cette dernière a été obtenue par broyage à basse énergie et possède une taille de 1303 nm. 
On observe également et d’une façon générale, qu’après lyophilisation des 
nanosuspensions, la taille des particules de docosanol a augmenté suite à leur agrégation. 
Cette augmentation de taille (>50%) est plus marquée dans le cas des formulations 
contenant 5% de docosanol (formulation 1a et 1b du tableau 2.2). Pour ces formulations, 
l’augmentation est de 85% et 63% respectivement.  
L’augmentation de la concentration en docosanol, ainsi que celle du SDS dans les 
nanosuspensions permettent de maintenir une taille des particules dans l’ordre 
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nanométrique. Alors que l’ajout de HPC provoque une augmentation de taille des particules 
de docosanol plus forte. Finalement, la formulation 4 du tableau 2.2 représente le meilleur 
compromis pour la préparation de la forme semi solide du docosanol.   
3.2. Caractérisation des nanosuspensions de docosanol par calorimétrie 
différentiel à balayage 
Les thermogrammes correspondants à l’analyse thermique de la poudre de 
docosanol pur broyé, du HPC seul, du SDS seul, de la nanoformulation lyophilisée et du 
mélange physique sec sont présentés dans la figure 2.6. 
 
Figure 2. 6. Thermogrammes de la poudre de docosanol, HPC, SDS, du mélange  
                        physique et de la nanosuspension lyophilisée (10;2;0,2) ; les transitions  
                        endothermiques sont vers le bas. 
 
Pour la poudre docosanol, on note un point de fusion qui débute à 70,31 °C avec un pic 
maximal vers 74,17 °C. Dans le même intervalle de température [-10°C, 120°C], aucun 
68 
 
point de fusion n’apparait pour le polymère HPC alors que pour le SDS, deux transitions 
thermiques à 7,36 °C et 86,20 °C ont été enregistrées.    
Après lyophilisation des nanosuspensions, les pics de fusions endothermiques des 
excipients HPC et SDS (Figure 2.6) disparaissent tandis que celui du docosanol reste 
constant. L’analyse thermique ne révèle pas de différence du point de fusion entre le 
mélange physique, la nanoformulation lyophilisée et la poudre de docosanol. Il n’y a pas eu 
de changement dans l’état de cristallinité de docosanol entre la nanoformulation et le 
mélange physique. Ceci veut dire que le processus de broyage des nanosuspensions a 
permis la conservation des  propriétés cristallines de docosanol.  
3.3. Quantification par HPLC de la nanosuspension à base de docosanol 
Afin de vérifier la teneur des formulations, une méthode HPLC-ELSD a été 
développée et validée. Cette validation se traduit par l’étude de la spécificité, la linéarité, la 
reproductibilité de la méthode, ainsi que des limites de détection et de quantification [14] 
(critères définis par ICH et FDA). 
3.3.1. Développement de la méthode d’analyse HPLC 
 Différentes techniques de préparation d’échantillon par extraction liquide-liquide ou 
dilution ont été évaluées. Au final le tetrahydrofurane (THF) a permis une dissolution 
complète de la nanosuspension. Le docosanol est totalement soluble dans le THF à raison 
de 2 mg/mL en plus il est miscible à l’eau ce qui évite l’étape d’extraction du principe actif. 
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3.3.1.1. Sélectivité et linéarité de la méthode  
La sélectivité de la méthode a été vérifiée par l’établissement d’une courbe standard 
de docosanol.  
Une solution de concentration finale en docosanol de 64,56 µg/mL, préparée dans le THF 
puis dans le méthanol (cf. section 2.2.5.2), est injectée dans le système HPLC afin 
d’évaluer son profil chromatographique. La figure 2.7 montre le chromatogramme type du 
docosanol. La sélectivité de la méthode est assurée à la fois par la spécificité du temps de 
rétention et par la détection d’un pic unique. 
 
 
Figure 2. 7. Chromatogramme du 1-docosanol ; C=64,56 µg/mL, Temps de rétention  
                       =7,386 min. 
 
L’analyse de régression linéaire de l’aire moyenne du pic en fonction de la concentration de 
docosanol est réalisée pour trois injections successives (n=3) de chaque solution standard 
dont la concentration varie de 32,1 à 80,1 µg/mL. Le graphique présente une variation 
linéaire dans la gamme de concentration étudiée. Les paramètres de calibration sont 
obtenus à partir de la moyenne de trois droites différentes. La droite de régression linéaire 
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 min
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500
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est de la forme Y=130946 X – 2767144 avec un coefficient de corrélation de R2 égale à 
0,998.  
3.3.1.2.  Reproductibilité intra et inter jour de la méthode analytique 
La reproductibilité intra et inter jour  de la méthode analytique est la mesure du 
coefficient de variation au sein du même jour et pendant des jours différents 
respectivement.  
Les Tableaux 2.3 et 2.4 rassemblent les résultats obtenus par l’analyse intra jour 
effectuée pour deux lots différents 1 et 2 pour trois injections séparées faites le même jour 
(inter jour). Toutes les analyses ont été conduites en triplicata. 
Tableau 2. 3. Reproductibilité intra jour des standards docosanol dans le lot 1.  
Lot1 Aire du pic Aire Ecart type 
S 
 
  
Concentration N° injection  moyenne CV (%) 
(µg/mL) 1 2 3     
32,1 1428922 1418224 1468768 1438638 26635 1,9 
40,1 2471235 2381145 2401067 2417815 47322 2,0 
52,2 4168292 3925925 4091682 4061966 123885 3,1 
64,2 5382764 5519154 5244388 5382102 137384 2,6 
80,3 7671076 7507174 7679207 7619152 97061 1,3 
 
Tableau 2. 4. Reproductibilité intra jour des standards docosanol dans le lot 2.  
Lot2 Aire du pic Aire Ecart type 
 Concentration N° injection moyenne S CV (%) 
(µg/mL) 1 2 3 
   32,1 1450830 1481554 1529212 1487198 39494 2,7 
40,1 2391473 2321645 2281559 2331559 55623 2,4 
52,1 4165473 4207159 4070318 4147650 70139 1,7 
64,1 5721248 5592878 5714817 5676314 72329 1,3 
80,1 7600894 7743140 7712161 7685398 74804 1,0 
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D’après l’analyse intra jour des deux lots 1 et 2, on constate que le coefficient de 
variation est de l’ordre 1 à 3%. Cette faible valeur de CV a été jugée satisfaisante de la 
bonne reproductibilité des valeurs dans la gamme de concentration testée et alors une bonne 
stabilité du standard au sein du même jour.  
Les Tableaux 2.5 et 2.6 présentent les résultats de variabilité inter jour pendant une période 
de trois jours concernant les lots 1 et 2.  
Tableau 2. 5. Reproductibilité inter jour des standards docosanol dans le lot 1.  
Lot1 
 
Aire du pic 
 
Aire Ecart type 
 Concentration 
 
N° jour 
 
moyenne S CV(%) 
(µg/mL) 1 2 3 
   40,1 2417815 2366820 2487737 2424124 60705 2,5 
52,2 4061966 4128859 4124775 4105200 37497 0,9 
64,2 5382102 5307642 5519201 5402982 107314 2,0 
80,3 7619152 7865397 7795623 7760057 126917 1,6 
 
Tableau 2. 6. Reproductibilité inter jour des standards docosanol dans le lot 2. 
Lot2   Aire du pic   Aire  Ecart type   
Concentration    N° jour   moyenne S CV(%) 
(µg/mL) 1 2 3       
40,1 2331559 2374532 2438013 2381368 53555 2,2 
52,1 4147650 4016059 4132784 4098831 72067 1,8 
64,1 5676314 5696572 5678245 5683710 11180 0,2 
80,1 7685398 7637189 7663118 7661902 24128 0,3 
 
D’après les résultats obtenus de l’analyse inter jour (n=3), on constate que le coefficient de 
variation pour les deux lots 1 et 2 varie de 0,2 à 2,5% avec un maximum acceptable de  
5% [15]. Ceci, est signe d’une bonne reproductibilité des valeurs et une bonne stabilité des 
standards du docosanol pendant trois jours.  
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3.3.1.3. Limite de détection et limite de quantification 
a) Définition 
La représentation graphique des réponses en fonction des concentrations est souvent 
décrite comme ayant deux zones (Figure 2.8).  
 
 
Figure 2. 8. Représentation schématique des limites de détection et de quantification.  
 
La limite de quantification (LQ) est la limite basse de la zone linéaire. Il s’agit de la plus 
petite quantité d’un composé à analyser dans un échantillon pouvant être détectée et 
quantifiée avec une certaine exactitude et précision [16-18]. 
En revanche, la gamme est considérée comme dynamique lorsque la réponse n’est plus 
proportionnelle à la concentration. C’est dans cette zone que se trouve la limite de détection 
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(LD). Il s’agit de la plus petite quantité d’un analyte pouvant être détectée et considérée 
comme différente de la valeur du blanc mais non nécessairement quantifiée [19]. 
La connaissance des valeurs des LD et LQ est nécessaire afin d’évaluer les performances 
d’une méthode analytique et de vérifier sa capacité à quantifier le produit de choix. 
b) Détermination des limites de détection et de quantification 
Au cours de cette étude, la limite de détection a été évaluée selon l’approche du 
rapport entre la hauteur du signal et celle du bruit de fond observé. Un rapport  
(Hsignal /Hbruit) de  3 : 1 est généralement accepté [20].  
La limite de quantification a été déterminée selon l’approche de la plus faible concentration 
en docosanol détectable située dans la zone de linéarité avec un coefficient de corrélation 
de 0,98.  
Des solutions standards de docosanol dans la gamme de concentrations 3,2 à 80,3 µg/mL 
ont été préparées et injectées en triplicata afin de les vérifier expérimentalement. Les 
résultats sont rassemblés dans le tableau 2.7 pour la valeur de LD et présentés sur le 
graphique (Figure 2.8) pour la visualisation de LQ.  
Tableau 2. 7. Résultats de limite de détection et de quantification de docosanol.  
 
Concentration 
(μg/mL) 
3,2 4,8 8,1 10,1 12,1 16,1 32,3 40,3 52,2 64,2 80,3 
Hsignal/H bruit  1,4 3,1 10 17,8 27,6 47,1 189,5 268,4 451,3 580,7 801,9 
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Figure 2. 9. Représentation schématique des limites de détection et de quantification du  
                    docosanol.  
 
La valeur de la limite de détection de docosanol est déduite du tableau 2.7 correspondant à 
la concentration  pour  laquelle le rapport Hsignal/H bruit=3, elle est de 4,8 µg/mL et la limite 
de quantification LQ est de 16,12 µg/mL avec un coefficient de variation de 3 et 1,9% 
respectivement.  
3.3.2. Essai de dégradation forcée et spécificité de la méthode  
 La spécificité est la propriété d’une méthode d’analyse de convenir exclusivement à 
la caractéristique ou à l’analyte, avec la garantie que le résultat de l’analyse ne provient que 
de l’analyte. Très souvent la spécificité se fonde sur une absence d’interférences. 
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Elle sera obtenue grâce à une connaissance aussi complète que possible du processus 
d'analyse [21]. La méthode consiste à dégrader intentionnellement la molécule afin de 
vérifier que la séparation des produits de dégradation et de la molécule intacte est 
suffisante. Les caractéristiques chimiques des molécules étant extrêmement différentes, il 
n’y a pas de méthode standard de dégradation.  
La dégradation forcée du docosanol  est réalisée sous l’action de différents stress chimiques 
(acide, base, oxydation H2O2 et thermique) [22]. 
En analysant les échantillons par HPLC après 7 jours, aucune dégradation n’a été observée 
par NaOH, H2O2 ou chauffage ; le pic du docosanol garde ses mêmes caractéristiques en 
temps de rétention  (7,386 min) et aire.  
 Dégradation en milieu acide HCl (1N) : Figure 2.10. 
 
Figure 2. 10. Chromatogramme du 1-docosanol en présence de HCl (1N) ;  
Cdoco=64,59  µg/mL, Temps de rétention =7.386 min, Tret(Nouveau pic)=1,29 min. 
 
Le chromatogramme (Figure 2.10) montre que le temps de rétention du docosanol n’a pas 
varié (7,386 minutes), en présence de HCl (1N) utilisé pour la dégradation mais il y a 
apparition d’un deuxième pic vers 1,38 min en plus du pic du docosanol.   
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Pour confirmer si le nouveau pic est lié à un produit de dégradation de docosanol ou à un 
autre phénomène, un échantillon blanc qui consiste en un mélange de THF et HCl (1N) en 
absence de docosanol a été analysé (cf. Figure 2.11). 
 
 
Figure 2. 11. Chromatogramme du blanc (HCl (1N) +THF), Temps de rétention =1.29 min. 
 
Le chromatogramme du blanc a révélé la présence d’un pic vers 1,29 min. Ce résultat est 
une confirmation que le produit de dégradation obtenu est un produit de réaction entre THF 
et HCl, mais qui n’est pas lié à la dégradation du docosanol.  
L’étude de la dégradation forcée de docosanol sous les différents stress chimiques NaOH, 
HCl(1N), H2O2 30% p/p), ou à haute température pendant 7 jours, montre que le docosanol 
est très stable. Quelle que soit la méthode de dégradation utilisée aucun pic interférant avec 
le pic de docosanol n’a été observé. Ceci est signe que la méthode développée est 
spécifique pour l’analyse du docosanol.  
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3.3.3. Quantification par HPLC des différentes nanoformulations 
Cet essai permet de vérifier si les teneurs en principe actif docosanol dans les 
différentes nanoformulations, se situent bien dans la gamme de limites acceptées [90 à 
110%].  
Les résultats de l’analyse HPLC des différents nanosuspensions et de la formulation 
commerciale à 10% en docosanol (Abreva
®
) sont regroupés dans le tableau 2.8. 
 
Tableau 2. 8. Teneur en docosanol dans les différentes nanoformulations. 
Nanoformulations Teneur ± CV (%) 
 
Formulation commerciale contenant 
10% docosanol (Abreva
®
) 
96,5 ± 0,1 
(5 ; 1 ; 0,1) broyage à haute énergie 98,4 ± 0,8 
(10 ; 2 ; 0,2) broyage à faible énergie  97,9 ± 3,2 
(10 ; 2 ; 0,2) broyage à haute énergie  109,0 ± 2,9 
(10 ; 2 ; 0,4) broyage à haute énergie  98,7 ± 1,1 
(10 ; 2 ; 0,6) broyage à haute énergie  96,2 ± 1,2 
(10 ; 4 ; 0,6) broyage à haute énergie  99,6 ± 0,5 
(10 ; 6 ; 0,6) broyage à haute énergie  100,0 ± 0,3 
 
Les valeurs des teneurs du docosanol sont  incluses dans l‘intervalle [96,2%; 109,0%]. Ce 
résultat permet de conclure que les teneurs du docosanol sont bien établies dans la zone que 
nous avons jugé acceptable [90 à 110%] et que la méthode HPLC-ELSD proposée a une 
bonne sélectivité pour la quantification du docosanol, aussi bien dans les nanosuspensions 
que dans le produit commercial (Abreva
®
).  
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4. Conclusion 
Dans cette étude nous avons réussi à préparer des nanosuspensions à base de 
docosanol par le procédé de nanobroyage humide à basse et à haute énergie. La réduction 
de la taille des nanocristaux de docosanol était dans l’échelle nanométrique pour toutes les 
nanoformulations sauf pour la formulation (5;1;0,1) obtenue à basse énergie et ayant une 
taille de 1303 nm après lyophilisation. L’analyse thermique DSC a révélée que la structure 
cristalline de docosanol est maintenue après nanobroyage. Une nouvelle méthode HPLC 
munie d’un détecteur évaporatif (ELSD) a été mise au point pour la quantification du 
docosanol dans les solutions standards et dans les nanosuspensions. Les teneurs en 
docosanol dans les différentes nanosuspensions obtenues et dans le produit commercial 
sont incluses dans la gamme [96,2%; 109,0%]. La méthode HPLC-ELSD proposée, est 
sélective et indicatrice de stabilité pour la quantification du docosanol en solution, aussi 
bien dans les nanosuspensions que dans le produit commercial (Abreva
®
).   
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Chapitre 3 : Préparation et caractérisation de 
l’hydrogel de docosanol nanoformulé 
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1. Introduction  
L’ apparition en 1989 des gels de carbomères, appelés aussi Carbopol [1], a constitué une 
avancée significative dans le domaine de la formulation. Leurs propriétés physico-
chimiques originales ont permis d’améliorer l’efficacité des formes semi-solides existantes. 
 Les gels à base de Carbopol sont obtenus par variation de pH de la solution à gélifier  
(cf. chapitre I, section 4.3, p35).  
Dans le présent chapitre, nous avons utilisé le carbopol Ultrez 21  pour la préparation d’une 
forme semi solide (hydrogel) à partir de la nanosuspension de docosanol préparée 
précédemment. Les propriétés rhéologiques des hydrogels et leur stabilité physique dans le 
temps à différentes températures ont été évaluées. De même, la structure cristalline du 
docosanol présent dans l’hydrogel a été évaluée par DSC et sa morphologie par SEM. 
Enfin, les cinétiques de  libération in vitro du docosanol de la formulation (10;2;0,6) 
contenant 0,4% de carbopol Ultrez 21 et celle du produit commercial à 10% en docosanol 
(Abreva
®
), ont été évaluées. Pour cela deux membranes de polycarbonates de taille des 
pores 400 et 800 nm ont été utilisées.   
2. Matériels et méthodes 
2. 1. Matériels 
 Carbopol
®
 Ultrez 21 (U21) se présente sous forme de poudre blanche, de taille de 
particules d’environ 0,2 µm, est fourni par la firme Lubrizol. Il est utilisé comme agent 
gélifiant pour la préparation de l’hydrogel placebo et celui à base de nanosuspension de 
docosanol. Il se gélifie quand le pH est au dessus de son pKa soit environ 5,5.  
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La triéthanolamine TEA de Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada), est utilisée pour 
contrôler le pH de l’hydrogel placebo ainsi que celui à base de la nanosuspension de 
docosanol.   
Le phosphate de sodium monobasique (NaH2PO4) sous forme de poudre blanche, de degré 
de pureté ≥ 99,0%, et le phosphate de sodium dibasique (Na2HPO4) sous forme de granules 
blanche de degré de pureté minimum de 99,0%, sont utilisés pour la préparation du tampon 
isotonique phosphate (PBS). Ils sont fournis par la firme Sigma Aldrich (Oakville, ON, 
Canada). 
Le chlorure de sodium (NaCl) sous forme de cristaux blancs, obtenu de la compagnie 
J.T.Baker (NJ, USA), est utilisé pour maintenir l’isotonie du tampon phosphate.   
Pour l’étude de la cinétique de diffusion du docosanol, deux membranes de polycarbonates 
de diamètre 19 mm et dont le diamètre de pores égale à 400 et 800 nm ont été utilisées et 
fournies par la firme Avestin (Avestin Inc, Canada). 
Le reste des produits utilisés dans cette partie d’étude ont été déjà mentionnés dans le 
chapitre précédent. 
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2. 2. Méthodes 
2. 2. 1. Préparation d’hydrogel  
Les différents mélanges d’hydrogels utilisés sont : 
a) L’hydrogel placebo (type A) à base de carbopol Ultrez 21 seul (ex : 0,5%) en phase 
aqueuse, est préparé par dispersion de 0,5 g du Carbopol Ultrez 21  dans 100 mL d’eau. 
b) L’hydrogel placebo (0;2;0,4) à 0,4% Carbopol Ultrez 21 (type B), est obtenu par 
dispersion de 0,4 g du Carbopol Ultrez 21 dans la solution aqueuse contenant le polymère 
HPC (2 g), le surfactant SDS (0,4 g) et l’eau déonisée (97,6 mL).   
c) Le mélange à base de nanosuspension de docosanol, est obtenu par dispersion de 0,4 g 
ou 0,5 g du Carbopol Ultrez 21 dans 100 g de la préparation de nanosuspension de 
docosanol obtenue par broyage à haute énergie à la vitesse de rotation de 2389 rpm.  
Après leurs préparations, les différents mélanges d’hydrogels sont mis sous agitation 
mécanique pendant deux heures (pour éviter la formation de mousse) puis neutralisés à 
l’aide de quelques gouttes de triéthanolamine jusqu’au pH=7.   
2. 2. 2. Lyophilisation  
La technique de lyophilisation a été utilisée dans la préparation des échantillons 
avant l’analyse thermique par DSC. La nanosuspension de docosanol (10;2;0,6), l’hydrogel 
placebo (0;2;0,6) à 0,4% en carbopol Ultrez 21 et l’hydrogel contenant le principe actif 
docosanol (10;2;0,6) à 0,4% en carbopol ont été lyophilisés. La nanosuspension et les 
hydrogels sont tout d’abord congelés à - 80°C pendant 20 minutes, puis placés dans le 
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lyophilisateur (freeze dry system, lyph.lock 4.5, Labconco) pendant 72 h. Un échantillon du 
lyophilisat obtenu est redispersé dans 20 mL d’une solution aqueuse de SDS 0,02% pour la 
détermination de la taille des particules. 
2. 2. 3. Caractérisation des  nanoparticules de l’hydrogel de docosanol 
La taille et la distribution de taille des particules de l’hydrogel sont mesurées par 
diffusion dynamique de la lumière (DLS) de modèle Zeta Sizer NS de la compagnie 
Malvern Instruments. La méthode de préparation et de mesure de l’échantillon est 
demeurée la même que celle décrite dans le chapitre précédent.  
2. 2. 4. L’analyse thermique par DSC  
La poudre de docosanol, la nanosuspension lyophilisée (10;2;0,6), la poudre 
d’hydrogel placebo (0;2;0,6) à 0,4% Carbopol et celle d’hydrogel (10;2;0,6) à 0,4% en 
Carbopol Ultrez 21 ont été analysées par calorimétrie différentielle à balayage (DSC, 
marque Jade Perkin Elmer). L’appareil est couplée à une chambre thermostatée réglée à  
- 25°C. L’analyse est faite dans les mêmes conditions décrites dans le chapitre précédent. 
2. 2. 5. Préparation de l’échantillon pour étude de la morphologie  
La microscopie électronique à balayage (MEB) [2-4] permet d’analyser la 
morphologie de la surface de la plupart des matériaux solides. Cette technique a la 
particularité d’offrir une très grande profondeur de champ (plusieurs centaines de microns) 
et donne des vues qualitatives des surfaces.  
La morphologie du mélange physique, de la nanosuspension et de l’hydrogel a été évaluée 
par microscopie électronique à balayage.  
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Le mélange physique (10;2;0,6), composé de 10% de docosanol, 2% de HPC et 0,6% de 
SDS, a été préparé sans broyage. Un échantillon d’environ 0,3 g du mélange physique, de 
la nanosuspension (10;2;0,6) ou de l’hydrogel (10;2;0,6) à 0,4% en Carbopol Ultrez 21 a 
été d’abord rincé à l’eau distillée puis centrifugé (20 min, 4000 rpm) pendant 4 cycles afin 
d’éliminer toute trace de HPC et de SDS. Un petit échantillon du sédiment est ensuite placé 
sur une couche mince de silicium (substrat) et séché durant une nuit dans un dessiccateur 
sous vide. L’échantillon est observé avec un appareil de modèle FE-MEB S-4700 (field-
emission scanning electron microscope (Hitachi, Tokyo, Japon)).  
2. 2. 6. Préparation des échantillons pour l’étude de stabilité 
Des pesées de 2 g d’hydrogel à base de nanoformulation de composition (10;2;0,6) 
à 0,4% en Carbopol Ultrez 21, ont été incubées en triplicata à différentes températures; 
5°C, 21°C, 30°C et 40°C. L’étude de stabilité physique est basée sur la mesure de la taille 
des particules par diffusion dynamique de la lumière (DLS)  au temps zéro, 2, 8 et 13 
semaines.  
Les mesures ont été effectuées à une température constante de 25°C avec un angle incident 
de 173°. Pour plus de précision de mesure, 3 cellules différentes ont été utilisées pour 
chaque formulation et 3 mesures successives ont été effectuées pour chaque cellule. La 
valeur finale de la taille des particules de la nanosuspension de docosanol est la moyenne 
des neuf mesures.  
2. 2. 7. Étude de la viscosité d’hydrogel 
La viscosité des différents hydrogels a été déterminée en utilisant le viscosimètre 
Brookfield DVIII ultra (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., Middleboard, MA, 
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USA), couplé à une cellule thermostatisée (22°C). Les standards utilisés sont des fluides de 
masse molaire 100 et 100 000 g/mol. Un échantillon d’hydrogel de volume 80 mL est placé 
dans la cellule thermostatée pour la mesure de la viscosité. Les pivots (spindles) utilisés 
sont de type LV 64 pour l’échantillon hydrogel et LV 62 pour l’huile standard. La viscosité 
est mesurée à différentes vitesses de rotation allant de 0,1 à 220 rpm selon la formulation 
de l’hydrogel. La lecture de la viscosité est faite trois fois successives et la valeur portée en 
résultat est la moyenne des trois lectures. 
2. 2. 8. Quantification par HPLC du docosanol dans les hydrogels  
Un échantillon d’environ 0,25 g de chacun des hydrogels (10;2;0,4) et (10;2;0,6) à 
0,5 et 0,4% en Carbopol Ultrez 21 respectivement, est dissous séparément dans 25 mL de 
tetrahydrofurane (THF) (Conc=1 mg/mL). Les 2 solutions sont ensuite diluées dans du 
méthanol pour une concentration cible en docosanol égale à 64 µg/mL.  
2. 2. 9. Étude de la cinétique de diffusion de docosanol des hydrogels à travers les 
membranes de polycarbonates 
L’étude de la cinétique de diffusion a été menée dans des cellules de Franz 
thermostatées à 32°C et de volume 4,65 mL (cf. Figure 1.8). Le compartiment donneur 
contenait environ 100 mg de la formulation à étudier; soit l’hydrogel de docosanol soit le 
produit commercial Abreva
®
, alors que le compartiment receveur contenait une solution de 
tampon phosphate PBS (0,1 M ; pH=7). L’étude de diffusion a été menée avec deux 
membranes de diamètre 19 mm, de tailles de pores 400 et 800 nm qui sont placées entre les 
2 compartiments. À des temps prédéterminés, un aliquot d’environ 500 μL est prélevé et 
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immédiatement remplacé par une solution fraîche de PBS. L’aliquot est ensuite analysé par 
HPLC pour déterminer la quantité du médicament libérée par diffusion.  
2. 2. 10. Préparation de l’échantillon prélevé de la diffusion pour l’analyse             
                    par HPLC 
L’échantillon de volume 0,5 mL prélevé de la cellule de Franz est d'abord traité par 
évaporation d’eau à sec sur plaque chauffante pour éviter le passage du sel avec le 
docosanol et alors éviter sa détection par HPLC-ELSD. Le flacon séché contenant le sel et 
le docosanol est en premier lieu rincé avec 1 mL de la solution de THF suivi de 500 μL de 
méthanol pour pouvoir extraire le reste de docosanol. Les deux solutions contenant THF et 
le méthanol sont ensuite mélangées ensemble et refroidies à -20°C afin de précipiter toutes 
traces des sels de phosphates. Le mélange de solvants est ensuite filtré à travers un filtre de 
nylon de taille de pores de 0,45 μm et de diamètre de 13 mm puis analysé par HPLC. 
3. Résultats et discussion 
3.1. Optimisation des paramètres  
Les paramètres de gélification ont été optimisés avec l’hydrogel placebo contenant le  
carbopol Ultrez 21 seul (agent gélifiant). Les résultats indiquent que les hydrogels placebo 
en carbopol Ultrez 21 à des concentrations de : 0,13 ; 0,34 ; 0,4 et 0,5%, sont transparents 
et leur viscosité augmente avec la concentration de l’agent gélifiant. Les hydrogels 
contenant 0,4 et 0,5% en carbopol Ultrez 21 présentent une meilleure qualité du gel; de 
point de vue apparence et texture. Ces concentrations ont été retenues pour la suite de la 
formulation des hydrogels de docosanol. 
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Pour les hydrogels de docosanol, la nanosuspension (10;2;0,4) ou (10;2;0,6) obtenue par 
broyage à haute énergie, est agitée en présence de 0,4 ou 0,5% en Carbopol Ultrez 21 
pendant 2 heures. L’agent neutralisant (la triéthanolamine TEA) est ensuite ajouté au 
mélange (nanosuspension-carbopol Ultrez 21) jusqu’à l’obtention du pH 7. 
3.2. Comportement rhéologique 
Le développement d’une formulation semi-solide (tel que l’hydrogel) pour usage 
percutanée nécessite l’évaluation de certaines caractéristiques rhéologiques telles que la 
viscosité et le degré de thixotropie. Ses paramètres affectent directement la diffusion du 
principe actif dans l’hydrogel [5, 6].   
La viscosité est la capacité d’écoulement d’un fluide. Elle résulte des frottements qui 
s’opposent au glissement des couches fluides les unes sur les autres. 
La thixotropie est la propriété rhéologique de certains fluides pseudoplastiques 
(rhéofluidifiants) non-newtoniens. Un fluide thixotrope (cf. chapitre I, section 4.4.1, p 39) a 
sous une contrainte de cisaillement (σ) constante, une viscosité qui diminue avec la durée 
de la déformation appliquée [7]. Un recouvrement graduel de sa viscosité initiale peut être 
observé quand la déformation est enlevée.  
3.2.1. Hydrogels placebo en Carbopol Ultrez 21 
La figure 3.1 présente la viscosité en fonction de la vitesse de rotation des hydrogels 
placebo (0;2;0,4) à 0,4% et 0,5% en Carbopol Ultrez 21.  
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Figure 3. 1. Viscosité de l’hydrogel placebo à 0,4% et 0,5% en Carbopol en fonction de  
                     la vitesse de rotation à la température 22°C. 
 
La viscosité des deux hydrogels placebo, diminue à la suite de l’augmentation de la vitesse 
de rotation. Ceci est preuve du comportement pseudoplastique non-newtonien [8] de 
l’hydrogel placebo à base du carbopol Ultrez 21. 
L’hydrogel placebo (0;2;0,4) à 0,5% en carbopol Ultrez 21 n'a pas pu être mesuré au-delà 
de 63,5 rpm. La viscosité apparente (dynamique) ɳ de l’hydrogel a diminué rapidement en 
fonction de la vitesse de rotation dans l’intervalle [0,7-10 rpm], puis a connu une 
diminution proportionnelle entre 10 et 30 rpm et fini avec une légère diminution au delà de 
30 rpm. Bien que le rhéogramme de l’hydrogel (0;2;0,4) à 0,4% en carbopol Ultrez 21 a 
une allure générale similaire à celui de 0,5% en agent gélifiant, sa vitesse de rotation 
maximale est beaucoup plus élevée 220 rpm contre 63,5 rpm. Ce résultat démontre que le 
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placebo à 0,4% en Carbopol est moins visqueux que celui à 0,5%. On peut donc conclure 
que plus le pourcentage en agent gélifiant augmente, plus l’hydrogel correspondant est 
visqueux. Des résultats similaires sont observés pour des gels de Puerarin à base de 
Carbopol/HPMC où l’augmentation de la concentration de l’agent gélifiant aboutit à un gel 
plus visqueux [9].  
La viscosité d’un hydrogel placebo (0;2;0,6) à 0,4% en carbopol Ultrez 21 a été 
aussi étudiée et comparée aux deux précédents hydrogels placebo (Figure 3.2). 
 
 
Figure 3. 2. Viscosité de l’hydrogel placebo (0;2;0,6) à 0,4% en Carbopol en fonction de  
                     la vitesse de rotation à la température 22°C. 
 
Ce placebo ((0;2;0,6) à 0,4%) présente également un comportement pseudoplastique non- 
newtonien. Ses valeurs de viscosité sont légèrement inférieures à celles du placebo 
(0;2;0,4) à 0,4% en Carbopol. La vitesse maximale atteinte de 220 rpm est la même pour 
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les deux hydrogels. Pour cet hydrogel, la rampe descendante (aller) et celle ascendante 
(retour) sont parfaitement superposables. Ce comportement rhéologique est comparable à 
celui d’un polymère linéaire dont les forces de cisaillement modifient la structure et 
l’écoulement de l’hydrogel. Cette modification est totale et immédiatement réversible 
puisque le point final de la rampe ascendante du graphique coïncide avec le point initial de 
la rampe descendante [10]. En usage pharmaceutique pour viser les couches les plus 
profondes de la peau, ce comportement rhéologique est favorable. Il permet l’étalement du 
produit (gel, crème ou pommade) sur la peau au cours de son application. Ceci facilite le 
maintien du gel sur la peau après l’arrêt des frottements externes, ce qui augmente le temps 
de contact et éventuellement la diffusion du principe actif.   
3.2.2. Hydrogel de docosanol  
De même que les hydrogels placebo, l’hydrogel de docosanol préparé à base de la 
nanosuspenion de composition (10;2;0,6) à 0,4% en agent gélifiant a été analysé par 
viscosimétrie.  
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Figure 3. 3. Viscosité apparente de l’hydrogel de docosanol (10;2;0,6) à 0,4% en  
                       Carbopol Ultrez 21 en fonction de la vitesse de rotation au cours d’un  
                       cycle complet à la température 22°C. 
 
Une diminution de la viscosité a été observée, à la suite de l’augmentation de la vitesse de 
rotation dans l’intervalle [0-40 rpm]. Au delà de cette valeur, la viscosité est quasiment 
stable. Ici encore, comme dans le cas des placebos, l’hydrogel a un comportement 
pseudoplastique non-newtonien. A la même vitesse de rotation appliquée en aller et en 
retour, la viscosité est la même ce qui prouve que l’hydrogel de docosanol se comporte 
aussi comme un polymère linéaire.  
A titre comparatif, la vitesse maximale pouvant être atteinte est de 73 rpm alors qu’elle est 
de 220 rpm pour l’hydrogel placebo. Ceci indique que l’hydrogel placebo est moins 
visqueux que l’hydrogel à base de la nanosuspension. Ceci peut s’expliquer par 
l’organisation des nanoparticules de docosanol à travers les chaines polymériques HPC et 
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la réticulation induite par le Carbopol. Par conséquent, le réseau formé présente moins de 
liquide interstitiel et entraine une augmentation de la viscosité apparente lors de la mise en 
mouvement.  
3.2.3. Thixotropie  
Le comportement rhéologique d’un fluide non-newtonien est modélisé par la loi   
d’Ostwald-de Waele (Power-law fluid equation) [11] d’équation : 
ɳ =KS-n                                                                                                              (Eq.III.1) 
Avec ɳ est la viscosité apparente (ou effective), K est une constante, S est la vitesse de 
déformation (vitesse de cisaillement) appliquée et n est le degré de thixotropie (ou indice 
rhéofluidifiant). 
La transformation logarithmique de l’équation (Eq.III.1) est comme suite :  
Ln ɳ=Ln K- n Ln S                                                (Eq.III.2) 
En portant en graphique Ln ɳ en fonction de Ln S, la pente de la droite représente le degré 
de thixotropie.  
Les fluides rhéologiques peuvent être subdivisés en trois types de fluides en se basant sur la 
valeur de leur comportement thixotropiques. 
n Type de fluide 
0<n<1 Pseudoplastique 
0 Newtonien 
< 0 Dilatant 
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Pour l’ensemble des hydrogels à base de carbopol Ultrez 21 préparés, il a été porté en 
graphique la variation logarithmique de la viscosité en fonction de celle de la vitesse de 
rotation appliquée. 
Le tableau 3.1 rassemble les résultats obtenus par calcul du degré de thixotropie et du 
coefficient de régression R
2
 des droites analysées pour les différents gels étudiés.   
 
Tableau 3. 1. Degré de thixotropie des différents hydrogels de Carbopol Ultrez 21.  
Formulation 
Hydrogel 
Carbopol 
U21 seul à 
0,5% dans 
l’eau 
Hydrogel 
placebo 
(0;2;0,4) à 
0,5% 
Carbopol U21 
Hydrogel de 
docosanol 
(10;2;0,4) à 
0,5% 
Carbopol U21 
Hydrogel 
placebo 
(0;2;0,6) à 
0,4% Carbopol 
U21 
Hydrogel de 
docosanol 
(10;2;0,6) à 
0,4% 
Carbopol U21 
Degré de 
thixotropie n 
0.76 0.62 0.63 0.50 0.69 
R
2
 0.96 0.99 0.95 0.99 0.99 
 
      
Les valeurs du degré de thixotropie comprises entre zéro et l’unité, démontrent le 
comportement pseudoplastique des hydrogels de Carbopol préparés. Cette faible 
thixotropie est favorable pour les formulations à usage topique car l’hydrogel se liquéfie 
convenablement quand on l’applique et se solidifie au repos [12]. 
Lui et al [12] ont trouvé des valeurs similaires du degré de thixotropie de l’ordre de 0,34-
0,41 pour des gels de Carbopol à base de nanoparticules lipides de triamcinolone acétate 
(TAA). De même dans un autre travail [13], les gels à base de Carbopol-glycérol contenant 
différentes quantités de carbopol, ont des valeurs de n dans la gamme [0,46-0,65] en accord 
avec nos résultats.   
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3.3. Caractérisation des hydrogels de docosanol par calorimétrie 
différentielle à balayage 
La figure 3.4 rassemble tous les thermogrammes correspondants à l’analyse 
thermique des différents échantillons traités. 
 
Figure 3. 4. Thermogrammes de la poudre de docosanol, de la nanosuspension (10;2;0,6) 
lyophilisée, de l’hydrogel placebo (0;2;0,6) à 0,4% en Carbopol Ultrez 21 lyophilisé et de 
l’hydrogel docosanol (10;2;0,6) à 0,4% en Carbopol Ultrez 21 lyophilisé. 
 
L’analyse thermique ne révèle pas de différence du point de fusion (74,17°C) entre la 
nanosuspension (10;2;0,6) lyophilisée, l’hydrogel docosanol (10;2;0,6) à 0,4% en carbopol 
Ultrez 21 lyophilisé et la poudre de docosanol. On constate aussi que tous les 
thermogrammes sont superposables. Ce dernier résultat montre qu’il n’y a pas eu de 
changement d’état de cristallinité du docosanol, qu’il soit formulé sous forme de 
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nanosuspension avec ou sans le carbopol Ultrez 21. Ceci démontre clairement que les 
processus de broyage ainsi que celui de la gélification n’ont aucun effet sur la structure 
cristalline de docosanol.  
3.4. Taille des particules par DLS et SEM  
Comme notre but est la fabrication d’un hydrogel à base de docosanol nanonisé, la 
détermination de la taille des particules après gélification est très importante. Puisque 
l’efficacité du docosanol comme moyen thérapeutique dépend entièrement de sa taille, il a 
fallu donc s’assurer que les particules du produit développé soient à l’état nanométrique. 
Les valeurs de la taille des particules et de l’indice de polydispersité PDI des hydrogels de 
formulation (10;2;0,4) et (10;2;0,6), contenant respectivement 0,5 et 0,4% de carbopol 
Ultrez 21, ont été porté au tableau 3.2.  
Tableau 3. 2. Distribution de la taille des nanoparticules dans les nanosuspensions et  
                        dans les hydrogels correspondants. 
Formulation  
Diamètre  
hydrodynamique 
(nm) 
(nanosuspension)  
PDI 
Diamètre  
hydrodynamique 
(nm)  
(hydrogel) 
PDI 
(10;2;0,4) à 
0,5% Carbopol 
Ultrez 21 
226,00 ± 5,65 0,24 ± 0,02 279,34 ± 7,46 0,33 ± 0,02 
(10;2;0,6) à 
0,4% Carbopol 
Ultrez 21 
189,00 ± 3,96 0,19 ± 0,02 246,04 ± 4,42 0,23 ± 0,01 
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D’après les résultats du tableau 3.2, on constate que la taille moyenne des particules du 
docosanol dans l’hydrogel est toujours dans la gamme nanométrique avec une distribution 
unimodale, telle que indiqué par le faible indice de polydispersité. On  note aussi une légère 
augmentation de la taille des particules du docosanol après gélification,  qui peut être due à 
la formation d’une couche du polymère carbopol Ultrez 21 autour des nanoparticules de 
docosanol. 
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 La figure 3.5 présente les microphotographies des particules de docosanol des 
différents échantillons traités.  
 
  
Figure 3. 5. Microphotographies du mélange physique (10;2;0,6) : (a), de la  
                           nanosuspension docosanol (10;2;0,6) : (b) et de l’hydrogel docosanol  
                           (10;2;0,6) à 0,4% en Carbopol Ulrez 21 : (c). 
 
La figure 3.5 montre que le mélange physique (a) contenant le docosanol pur possède une 
irrégularité des cristaux de docosanol de différentes formes avec une taille  généralement  
plus grande que 20 µm. La nanosuspenion (b) et l’hydrogel (c) ont tout deux une 
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morphologie similaire et les nanoparticules ont une forme arrondie. De plus les 
nanoparticules de la nanosuspension ont presque la même taille inférieure à 300 nm. Ce 
résultat est en accord avec le résultat de DLS qui donne une valeur moyenne d’environ 
(189 ± 3,96 nm) avec un PDI de 0,19 ± 0,02 avant lyophilisation et (280 ± 3,20 nm) après 
lyophilisation avec un PDI de 0,22 ± 0,01. Le nanobroyage a non seulement modifié la 
taille, mais aussi la morphologie des particules. Pour l’hydrogel (image c), la taille des 
nanoparticules de docosanol a connu une légère augmentation par rapport à celle de la 
nanosuspension, ce qui est en accord avec la mesure DLS (246,044 ± 4,422 nm; PDI de 
0,234 ± 0,016). De plus, quelques agrégats sont détectés  après gélification de la 
nanosuspension. Ceci est aussi en accord avec les mesures DLS qui indiquent une légère 
augmentation de l’indice de polydispersité (de 0,19 à 0,234)  après gélification de la 
nanosuspension. 
3.5. Étude de la stabilité physique de l’hydrogel de docosanol  
La stabilité physique de l’hydrogel (10;2;0,6) à 0,4% en carbopol Ultrez 21 a été 
étudiée par incubation d’un échantillon de l’hydrogel à quatre différentes températures : 5, 
21, 30 et 40°C, pendant  13 semaines. La stabilité  a été évaluée par la mesure de la taille 
des particules de l’hydrogel par DLS avant et après incubation. L’ensemble des résultats 
obtenus sont illustrés en graphique (Figure 3.6). 
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Figure 3. 6. Diamètre moyen des nanoparticules de docosanol dans l’hydrogel incubé à  
                     5, 21,30 et 40°C en fonction du temps d’incubation. 
 
L’apparence physique des hydrogels n’a pas changé au cours des 13 semaines d’incubation 
aux différentes températures. 
La taille des particules du docosanol après incubation des hydrogels est conservée 
uniquement à température ambiante 21°C et à basse température 5°C.  
Ces résultats nous permettent de conclure que le système présente une bonne stabilité dans 
l’intervalle de température [5°C à 21°C] durant les 13 semaines d’incubation. Les 
hydrogels incubés à 30°C et 40°C montrent une stabilité seulement pendant les 2 premières 
semaines d’incubation. Au-delà de cette période, la taille des particules est doublée après 8 
semaines d’incubation et continue d’augmenter légèrement dans les 5 semaines qui suivent. 
Cette augmentation de la taille des particules de docosanol après incubation à haute 
température peut être causée par la formation d’agrégats des particules de docosanol. 
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 Cette étude de stabilité physique suggère que l’hydrogel de docosanol à base de carbopol 
Ultrez 21 pourra être entreposé à une temperature de l’intervalle [5°C à 21°C] jusqu’à une 
période de 13 semaines.  
3.7. Mesure de docosanol dans l’hydrogel et après diffusion  
3.7.1. Quantification par HPLC du docosanol dans les hydrogels  
Les valeurs moyennes des teneurs de docosanol obtenues par analyse HPLC des des 
différents échantillons sont rassemblées dans le tableau suivant.  
Tableau 3. 3. Teneur en docosanol dans les hydrogels et la formulation commerciale. 
Formulation Semi solide  
Teneur en 
docosanol  (%) 
Formulation commerciale contenant 10% docosanol 
(Abreva) 
96,5 ± 0,1 
Hydrogel : (10;2;0,4) à 0,5% Carbopol U 21 106,2 ± 1,3 
Hydrogel : (10;2;0,6) à 0,4% Carbopol U 21 99,3 ± 2,5 
 
L’analyse HPLC de ces hydrogels et de la formulation commerciale (Abreva 10%) a révélé 
des teneurs en docosanol aux alentours de 100%, ce qui confirme que la méthode HPLC 
développée est spécifique et possède une bonne reproductibilité  dans le cas de l’hydrogel.   
Dans le cas de l’étude de diffusion, le docosanol libéré à travers la membrane de 
polycarbonates, est dispersé dans la solution tampon phosphate isotonique PBS (0.1M ; 
pH=7) contenue dans le compartiment récepteur.  
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Une nouvelle méthode d’extraction a été mise au point pour éliminer les sels présents dans 
le tampon phosphate. Ces sels causaient une interférence avec la méthode ELSD. 
Un échantillon en duplicata de l’hydrogel (10;2;0,6) contenant 0,4% en carbopol est 
tout d’abord dispersé dans du PBS, puis évaporé à sec. Le précipité formé est ensuite rincé 
avec du THF et du méthanol, puis analysé par HPLC. Les résultats des teneurs en 
docosanol sont rapportés dans le tableau 3.4.  
Tableau 3. 4. Teneur en docosanol dans les hydrogels.  
Gel (10;2;0.6) à 0.4% Carbopol U 21   
Teneur en 
docosanol  (%) 
Echantillon 1 (63,5 mg) 94,49 ± 1,30 
Echantillon 2 (73,0 mg) 92,54 ± 1,81 
 
Les valeurs des teneurs en docosanol des deux échantillons traités montrent des valeurs très 
proches, comprises dans l’intervalle [92%-95%]. Ceci  démontre bien que le docosanol a 
pu être totalement récupéré, même dans le cas ou l’échantillon est préparé dans la solution 
aqueuse tamponnée. On peut donc utiliser la même méthode HPLC qui est déjà validée 
dans le chapitre précédent, pour quantifier le docosanol présent dans l’hydrogel en le 
dispersant en premier dans la solution du PBS.  
3.7.3. Diffusion de docosanol de l’hydrogel à travers la membrane  
Les tests de diffusion du docosanol ont été évalués par deux membranes de 
polycarbonates de différentes tailles de pores 400 et 800 nm. Ces tailles de pores sont 
supérieures à la taille des particules du docosanol (246,04 ± 4,42 nm) contenu dans  
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l’hydrogel (10;2;0,6) à 0,4% en carbopol Ultrez 21 choisi pour l’étude. À titre de 
comparaison, le test de diffusion est aussi effectué avec le produit commercial (Abreva
®
) 
contenant 10% en docosanol (Figure 3.7).  
 
 
 
Figure 3. 7. Masse cumulative de docosanol par unité de surface diffusée à travers la  
                      membrane fixée sur la cellule de diffusion de Franz (T=32°C). 
 
Les résultats de la figure 3.7 indiquent que les particules de docosanol du produit 
commercial (Abreva
®
) ne diffusent pas à travers les membranes de polycarbonates de pores 
400 et 800 nm. Ce résultat démontre clairement que lorsque la taille des particules du 
docosanol est de l’ordre de 1520,7 nm, tel que dans le cas du produit commercial Abreva®, 
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il est pratiquement impossible que ses particules puissent diffuser à travers  ces membranes 
de polycarbonates.  
En revanche, pour la formulation d’hydrogel, on note une diffusion qui augmente au fur et 
à mesure du temps jusqu’à atteindre un point de saturation de 284 µg/cm2 à 113 h dans le 
cas de la membrane à faible taille de pores  (400 nm). L’hydrogel au contact de la 
membrane 800 nm, a une diffusion plus intense comparée à celle obtenue avec la 
membrane de pore 400 nm. Elle atteint une limite de saturation vers 17h. Ces résultats de la 
diffusion du docosanol de l’hydrogel à travers ces membranes de polycarbonates  sont des 
preuves supplémentaires que la taille des particules de docosanol dans la formulation 
d’hydrogel est inférieure à 400 nm.  
4. Conclusion 
Une nouvelle formulation semi-solide à base de docosanol a été développée avec 
succès. Les résultats in-vitro démontrent que cette nouvelle formulation présente des 
performances supérieures au produit commercial Abreva
®
. Le développement de la  
nouvelle formulation consistait tout d’abord à la préparation de l’hydrogel à base de la 
nanosuspension docosanol ensuite à sa caractérisation physicochimique. Nous avons 
montré que la taille des nanoparticules de docosanol dans les deux hydrogels préparés, est 
conservée après gélification. Nous avons aussi révélé que la structure cristalline du 
docosanol est demeurée intacte après formation de l’hydrogel. L’observation au 
microscope électronique (SEM), nous a permis de conclure que la morphologie des 
nanoparticules ainsi que leurs tailles sont demeurées les même après gélification. La 
stabilité physique des formulations d’hydrogels a été aussi étudiée. L’observation visuelle 
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n’a révélé aucun changement de l’état de l’hydrogel. L’analyse de la taille des particules 
par la méthode DLS a permis de démontrer que la formulation d’hydrogel est stable dans 
l’intervalle de temperature [5°C à 21°C] pendant une période de 13 semaines. Elle est en 
revanche instable au delà de 30°C après deux semaines d’entreposage. Cette instabilité à 
haute température est typique pour les formulations semi-solides. Finalement, l’étude de la 
diffusion du docosanol à travers des membranes de polycarbonates de différentes tailles de 
pore, a clairement démontré l’efficacité de la nouvelle formulation à base d’hydrogel 
comparativement à celle du produit commercial Abreva
®
. En effet, le docosanol contenu 
dans la formulation d’hydrogel diffuse facilement à travers les membranes de 
polycarbonates de taille de pores 400 et 800 nm. Alors qu’il est complètement retenu par 
ces membranes dans le cas de l’étude de diffusion de la formulation commerciale Abreva®. 
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L’objectif principal de ce mémoire est de développer une nouvelle formulation 
semi-solide à usage topique, dont les propriétés de diffusion du principe actif (docosanol) à 
travers des membranes synthétiques de taille de pore nanométrique, sont nettement 
supérieures à celles du produit commercial. La technique du broyage humide a été choisie 
pour la préparation des formulations de nanosuspensions à base de docosanol qui sont 
considérées comme des précurseurs de la formulation finale semi-solide. 
D’après l’étude du chapitre 2, le premier volet de notre projet a été réalisé. Les 
résultats présentés, démontrent clairement que la technique du broyage humide est 
effectivement une technique de choix, permettant de réduire la taille des particules du 
docosanol à l’échelle nanométrique, sans affecter sa structure cristalline. Cette technique 
est relativement simple, économique et reproductible à grande échelle.  
Par ailleurs, la méthode analytique (HPLC-ELSD) développée pour la 
caractérisation de nos formulations est sélective pour la quantification du docosanol en 
solution et en suspension.   
Le deuxième volet de notre étude était concentré sur la préparation de la 
nanoformulation semi-solide (hydrogel) du docosanol à partir de la nanosuspension et sa 
caractérisation physicochimique.   
Suite aux résultats du chapitre 3, on peut conclure que le développement de la 
nanoformulation semi-solide du docosanol a été réalisé avec succès. D’une part, la taille 
des particules du docosanol contenu dans les formulations de nanosuspensions est 
conservée après gélification. La structure cristalline et la morphologie des nanoparticules 
de docosanol sont aussi conservées après formation de l’hydrogel. D’autre part, l’hydrogel 
du docosanol possède des propriétés rhéologiques typiques d’un fluide pseudoplastique.  
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De point de vue stabilité physique, l’analyse visuelle des formulations d’hydrogel 
ne présentent pas de changement d’état. L’analyse par DLS démontre clairement que ces 
formulations sont stables à basse température (5
o
C) et à température ambiante (21°C) 
pendant une période d’incubation de 13 semaines. Cependant, leur stabilité est compromise 
à haute température (≥ 30oC); elle est seulement de 2 semaines. Au-delà de cette période, 
une augmentation de la taille des particules des hydrogels est notée et due probablement à 
leur agrégation. Finalement, l’étude de la diffusion du docosanol à travers les membranes 
de polycarbonates a permis de mettre en évidence la supériorité des formulations 
d’hydrogels comparativement au produit commercialisé (Abreva®). Les résultats de 
diffusion montrent clairement que le docosanol contenu dans les formulations d’hydrogel 
diffuse à travers les membranes de polycarbonate, alors que celui du produit commercial ne 
diffuse pas.  
La poursuite de ce sujet de recherche pourrait s’orienter vers l’évaluation de la libération 
du docosanol dans le cas ex vivo en remplaçant la membrane synthétique par la peau 
animale. Une telle étude pourrait confirmer les résultats obtenus in-vitro, et démontrer ainsi 
l’efficacité de la formulation semi-solide du docosanol par rapport au produit commercial 
Abreva
®
. De même, la stabilité physique des hydrogels pourrait être aussi effectuée par 
l’étude de l’évolution de la viscosité dans le temps. Une étude antivirale in vitro pourrait 
être aussi intéressante pour évaluer l’efficacité de la formulation semi solide du docosanol 
par comparaison avec le produit commercial Abreva
®
. 
